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OZET

SOGUK PRES YONTEMIYLE ELDE EDILEN HASHAS YAGLARININ, YAGSIZ
KEKLERININ VE PROTEIN iZOLATLARININ TEKNOLOJIiK VE
FONKSIiYONEL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Dilek DUNDAR EMIR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman : Dog¢. Dr. Emin YILMAZ
26/06/2014, 152

Calismada kullanilan materyaller; iilkemizde yaygin olarak ekimi yapilan, tescilli ofis 3,
ofis 4 ve ofis 8 cesitlerine ait hashas tohumlaridir. Farkli 6n hazirlik islemleri (kontrol,
kavurma, enzim muamelesi) uygulanmasinin ardindan, soguk pres yontemi uygulanarak
% 21-38 ortalama verim ile yag ve kiispe 0rnekleri elde edilmistir. Her tiretim iki tekerriir
olarak gergeklestirilmis ve tlretilen 9 farkli hashas yag 6rneginin kirilma indisi, vizkozite,
yogunluk, bulaniklik, renk (L , a* ve b*) gibi fiziksel 6zellikleri analiz edilmistir. Yaglarda
yapilan kimyasal analizler ise; serbest asitlik, peroksit sayisi, iyot sayisi, sabunlagma
sayisi, sabunlasmayan madde, toplam fenol igerigi, antioksidan kapasite, tokoferol ve
sterol kompozisyonu belirlenmesidir. Benzer sekilde orneklerde ana yag asitleri olarak;
palmitik, stearik, oleik, linoleik ve gama-linolenik asit belirlenmistir. GC/MS ile yaglarda
toplam 87 adet ugucu bilesen belirlenmis ve duyusal tanimlamalar yapilmistir. Tiketici
testleri sonucunda en ¢ok tercih edilen hashas yaglari; ofis 4-kavrulmus (% 53.55), ofis 3-
kavrulmus (% 36.66) ve ofis 8-enzim (% 10.00) gruplarina ait oOrnekler olarak

belirlenmistir.

Soguk presten alinan yagli hashas keklerinden yagsiz un elde edilerek, temel fiziko-
kimyasal analizleri yapilmistir. Yagsiz unlarin fitik asit, tanen ve mineral madde igerikleri
belirlenmistir. Protein izolasyonu i¢in optimum tuz konsatrasyonlar1 ve pH degerleri ile pl
degerleri tespit edilerek, alkali ekstraksiyon ve izolelektrik ¢okeltme yontemi kullanilarak
% 10.72 - 61.34 verimle izolasyon gerceklestirilmistir. Protein izolatlarinin vizkozite

degerleri 40 °C ve 60 °C’lerde belirlenmis, fonksiyonellik testleri olarak su ve yag

vi



baglama kapasiteleri, emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi, kopiiklenme kapasitesi ve
stabilitesi ile en diisiik jellesme konsantrasyonu analizleri yapilmistir. On islemlerin tohum
proteinlerine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla 6rneklerin FT-IR, DSC ve SDS-Page

elektroforez analizleri de yapilmistir.

Anahtar sozciikler: Haghas, Soguk Pres, Kavurma, Enzim, Yag, Duyusal, Aromatik,
Protein, Fonksiyonel Ozellik
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ABSTRACT

DETERMINATION OF TECHNOLOGICAL AND FUNCTIONAL PROPERTIES
OF COLD PRESSED POPPY SEED OIL, OIL FREE CAKES AND PROTEIN
ISOLATES

Dilek DUNDAR EMIR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Food Science
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Emin YILMAZ
26/06/2014, 152

In this study, 3 registered poppyseed varieties (ofis 3, ofis 4 and ofis 8) whose
transplantation is performed widely in our country are used as materials. After different
pre-processings (control, roasting, enzyme treatment) applied to the seeds, oil and oily

cake were gained by cold pressing system with % 21-38 oil yield.

Each production carried out in two replications and 9 different poppy oil sample produced.
Refractive index, viscosity, specific gravity, turbidity and color (L, a*, b*) values of oil
samples were determined. Chemical analyses of the oil samples completed in our study
were free acidity, peroxide value, iodine value, saponification value, unsaponifiable matter,
total phenolics, antioxidant capacity, tocopherol and sterol composition. Similarly, main
fatty acids of the samples were measured as palmitic, stearic, oleic, linoleic and gamma-
linolenic acids. By GC/MS analysis, 87 different volatile compounds were determined and
sensory properties were analysed. Consumer testing of the oil samples revealed that the
most preferred poppy oils were ofis 4-roasted (% 53.55), ofis 3-roasted (% 36.66), ofis 8-
enzyme (% 10.00) samples.

Oil free poppy flour was produced from press cakes and basic physico-chemical analysis
were performed. Phytic acid, tannin and mineral contents of the flours were measured. For
isolation of poppy proteins from oil free flour, optimum salt concentrations and pH values
were determined and the alkaline extraction with izoelectric precipitation method was
performed. Protein recovery rate was % 10.72 - 61.34. As functional analyses; water and

oil holding capacity, emulsion activity and stability, foaming capacity and foam stability,
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least gelation concentration tests were applied to the flour samples and protein isolates. FT-
IR, DSC ve SDS-Page electrophoresis analyses were also performed in order to find how

pre-treatments affected the seed protein structures.

Keywords: Poppy, Cold Press, Roasting, Enzyme, Oil, Sensory, Aromatic, Protein,

Functional Properties.
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BOLUM 1
GIRIS

Hashas (Papaver somniferum L.), gelincikgiller (Papaveraceae) familyasindan
Papaver cinsini olusturan bir, iki ya da ¢ok yillik bitki tiirlerinin ortak adidir. Haghas,
yazlarin sicak gectigi ve orta derecede yagis alan yerlerde yetisen bir bitkidir.
Anavataninin Dogu Akdeniz oldugu bildirilmistir. Anadolu’da Hititler doneminden beri
hashas tarimmin yapildig: bildirilmektedir. M.O. 5000 yillarina ait kalntilarda Siimerlerin
ve Asurlularin dillerinde bu bitkiye ait baz1 kelimeler ve kabartmalarda haghas motiflerine
rastlanilmistir. Anadolu’nun hashasin gen merkezi ve anavatani olduguna dair bilgiler
verilmektedir. Gri-yesil yapraklar1 ve beyaz, pembe, kirmizi veya mor ¢igekleri vardir.
Tiirkiye’de daha ¢ok beyaz ve mor cicekli cesitler yetistirilmektedir. Hashas tohumlarinda
cigek renklerine benzer olarak beyaz, sari, kahverengi-grimsi, mavi renkler goriiliir. Haghag
cinsinin yaklagik 50 tiiriinden 30 kadan Tiirkiye'de yetistirilmektedir. Esas olarak hashas
bitkisi, kapsiillerinden bazi alkaloidlerin ekstraksiyonu ve tohumundan yemeklik yag elde
edilmesi i¢in iiretilmektedir. FAO verilerine gore 2012 yilinda diinyada iiretimi yapilan
hashas tohumu miktar1 44673 ton olup, lilkemizde ayn1 yil haghas ekimi yapilan toplam
alan 13511 hektar, ortalama verim 2845 hg/Ha ve lretimi yapilan tohum miktar1 3844
tondur. Bitkinin meyvesi olan kapsiilde, ¢cok sayida tohum bulunur. Hashas yagi,
tohumlarin % 40 - 45'ini meydana getirir. Haghas yagi, kaliteli, yemeklik, bitkisel bir
yagdir. Tohumlarin yagi ¢ikartildiktan sonra kalan kiispe hayvan yemi olarak kullanilir ve
hayvanin siitindeki yag oranini arttirir. Papaver somniferum L., Papaveraceae ailesi
icinde en fazla alkoloid iireten hashas tiirlerini kapsar. Meyve kabugundan 20 kadar
alkaloid elde edilir. Bunlar afyon tilirevleri olan; morfin, kodein, thebain, narkotin,
papaverin gibi uyusturucu 6zellikte olan ve tipta da kullanim alani bulunan maddelerdir.
Bu alkoloid maddeler sinir sistemi ve gastrointestinal sistem iizerinde agr1 kesici etki
gosterirler. Haghas tohumlarinin eski zamanlardan beri dizanteri, Oksiirik, astim ve
sindirim sistemi rahatsizliklarinda faydali oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ila¢ sanayinde
kullanim1 yaygindir . Kapsiillerin elde edilmesi sonucunda aciga ¢ikan hashas tohumlari,
genellikle gida endiistrisinde pastacilik ve firmcilik {irlinlerinde dekoratif amaclarla
kullanilmaktadir. Gri-mavi renkli tohumlar ihrag 6zelligi olan tohumlardir. Beyaz renkli
tohumlar hem dis satim hemde yag {retimi i¢in tercih edilmektedir. Sar1 veya deve tiiyii
renkli tohumlar ise ¢orek ve yag iiretiminde kullanilmaktadirlar. Hashas tohum yagi

oldukca degerlidir. Yemeklik olarak kullaniminin yani sira, ytliksek kaliteli yagl boyalarin,



verniklerin imalatinda ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir. Haghas yaginin biodizel
amaghi kullanimi da bulunmaktadir. Yaghh kek kismi ise hayvan yemi olarak
degerlendirilir. Ulkemizde iiretilen hashas tohumlarinin neredeyse tamami yag iiretiminde
kullanilmaktadir. Literatiir bilgilerine gore hashas tohumu ve bundan elde edilen yag
alkoloid igermemektedir. Bugday embriyosu, soya fasulyesi ve misir 6zii yaginda siklikla
bulunan fitosteroller ve tokoferoller gibi dnemli fonksiyonel bilesenleri icermesi ve ¢oklu
doymamis yag asitleri agisindan zengin olmasi nedeniyle hashas yagi insan beslenmesi
acisindan iyi kalitede bir bitkisel yagdir. Uyusturucu iiretiminde de kullanilabilmesi nedeni
ile hashas tretimi kontrollii olarak yapilmaktadir. Tiirkiye’de 1933 yilina kadar hashas
ekimi, afyon iiretimi ve ticareti serbest olarak yapilabilirken, 1933 yilinda 2253 sayili
kanun ile Uyusturucu Maddeler Inhisar Idaresi kurularak hashas ekim alanlar1 Bakanlar
Kurulu Karariyla 17 ilde sinirlandirilmis ve kontrol altina alinmistir. 1938 yilinda Toprak
Mabhsulleri Ofisi’nin (TMO) kurulmasiyla uyusturucu maddelerin tekeli TMO’ya
verilmigtir. 1959 yilinda haghas ekiminin kontroliine dair 7368 sayili kanun ¢ikarilarak bu
kapsamda iiretilen afyonun tamaminin ihra¢ edilmesi ve yasal taleplerin karsilanamamasi
tizerine 1960 yilinda Bakanlar Kurulu Karar ile hashas ekimi izni verilen il sayis1 42’ye
cikarilmis ve daha sonra tedricen azaltilarak 1970 yilinda 7 il ile smrlandiriimistir.
Tiirkiye’de 1971 yilina kadar hashas bitkisinden afyon {iretimi yapilirken bazi su¢lamalar
nedeniyle; iilkemizde hashas ekimine 26/06/1971 tarih ve 7/2654 sayili Bakanlar Kurulu
karar ile tam bir yasak getirilmistir. 01/07/1974 tarih ve 7/8522 sayili Bakanlar Kurulu
karar1 ile ilag hammaddesi ihtiyacinin saglanmasi ve ge¢imi biiylik Olgiide hashas
tiretimine bagl olan ¢ift¢ilerin yasam kosullarinin diizeltilmesi amaciyla hashas ekimi ve
ham afyon iiretimi 7 ilde (Afyon, Burdur, Isparta, Denizli, Kiitahya ve Usak illerinin
tamami1 ile Konya ilinin Aksehir, Beysehir, Doganhisar ve Ilgin ilgelerinde) serbest
birakilmis, daha sonra 06/12/1974 tarih ve 7/9204 sayili kararname ile hashas kapsiiliiniin
cizilmesi ile elde edilen afyon iiretimi yasaklanarak, daha giivenli bir yontem olan
¢izilmemis hashas kapsiilii iiretimine gegilmistir. Ulkemizde hashas tarim1 03/06/1986 tarih
ve 3298 Sayili Uyusturucu Maddelerle Ilgili Kanun ve 18/04/1988 tarih ve 88/12850 sayili
Yonetmelik c¢ergcevesinde yapilmaktadir. S6z konusu Kanun ve Yonetmelik ile
yiriitiilmekte olan hashas ekiminin kontrolii; haghas kapsiilii, ham afyon ve tibbi afyon
tiretimi ile kapsiiliin satin alinmasi, bunlardan uyusturucu madde imalati, yurt i¢inde satis1
ve ihraci konularii kapsamakta olup, Bakanlar Kurulunun 13/04/1987 tarih ve 87/11703
sayili karartyla TMO Genel Miidiirliigii gorevlendirilmistir ve halen bu gorev kurum

tarafindan yiritilmektedir. Birlesmis Milletler tarafindan desteklenen bir lisans sistemi



gelistirilerek uygulanmaya baslanmistir. Bu sistem hashas tarimimin her asamasinda ¢ok
siki bir kontrol mekanizmasin1 saglamaktadir. Hasat edilen kapsiiller kontrol altinda
tohumlarindan ayrilmakta ve elde edilen tiim kapsiiller iireticiler tarafindan morfin ve diger
alkoloid tiirevi maddelerin iiretimini yapan, TMO’ya ait Afyon Alkoloidleri Fabrikasina
satilmaktadir. 1981 yilindan itibaren Afyon Alkaloidleri Fabrikast morfin iiretimine
baslamistir ve yilda 20,000 ton hashas kapsiilii isleyebilecek kapasitededir. Ulkemizde
yillara gore degismekle beraber yilda 25,000 ton civarinda hashas tohumu ihracati
gerceklesmekte olup, bu ihracattan yilda 30 milyon dolar civarinda doviz girdisi
saglanmaktadir (Bozan ve Temelli, 2003; Azcan ve ark., 2004; Anonim, 2005; FAO, 2014;
Ering ve ark., 2009; Seidi ve ark., 2010; Anonim, 2012a; Anonim, 2012b).

1.1. Hashas Tarm

Ulkemizde geleneksel olarak hashas tarimi yapilmaktadir. Endiistri bitkisi
kapsaminda  degerlendirilen  hashasin  tarirmi1  tamamen  devlet  kontroliinde
gerceklesmektedir. Diinyada Birlesmis Milletler Tegkilati denetiminde yasal olarak
Tiirkiye, Hindistan, Avustralya, Fransa, Ispanya, Macaristan ve Cek Cumhuriyeti ile son
yillarda Cin’de hashas ekimi yapilmaktadir. Tirkiye ve Hindistan Birlesmis Milletler
Teskilatinca geleneksel hashas iireticisi iilkeler olarak kabul edilmektedir. Adi gegen
iilkelerde son bes yillik ortalamaya gore 100,000 hektar alanda yasal hashas ekimi
yapilmaktadir. Tiirkiye yasal hashas ekim sahasi bakimindan bu iilkeler i¢inde % 51°lik
paya sahip olmasina ragmen morfin iiretimi bakimindan % 17’lik paya sahiptir. Bu durum,
tilkemizde {iretilen hashas veriminin ve morfin iceriginin diger llkelere gore diisiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hashas kislik olarak Ekim ayinda, yazlik olarak ise Mart
sonunda ekilmektedir. Orta derecede agir, organik maddece zengin toprak hashas i¢in daha
uygundur, toprak tavinda ise bitki c¢ikis1 8-10 gilinde gerceklesir. Hashas topragi yormaz,
yar1 nadas yerine gecer. Tarlay1 erken terk ettigi i¢in yerine hububat ekilebilir. Haghasin su
titkketimi kigliklarda 752 mm, yazliklarda 425 mm olarak ol¢lilmiistiir. Tohumlar ¢imlenme
kabiliyetini 3 yil korudugu i¢in, ekilen tohumlarin tek renk (karigmamis) olmasina dikkat
edilmelidir. En 6nemli ve yaygin hastaligi hagshas mildiyosii olup, 6nlemek icin hastalikli

tarladan tohum alinmamalidir. Cimlenme déneminde soguktan (- 5 °C) biiyiik zarar goriir.



Cizelge 1.1. Tiirkiye ve diinyada ana iiretici lilkeler ve yasal haghag ekim alanlari, hektar (Anonim,
2012b)

Yillar Tiirkiye Hindistan Avustralya Fransa  Ispanya Macaristan Toplam

2002 50741 18447 11701 6451 7912 9924 105176
2003 99430 12320 9811 7919 5732 2937 138149
2004 30343 18591 6644 8312 5986 7084 76960
2005 25335 7833 6599 8841 4802 5106 58516
2006 42023 6976 3457 6632 2146 4322 65556
2007 24603 5913 4661 3198 5606 3269 47250
2008 20042 2653 4108 3683 5507 2262 38255
2009 48893 8853 4598 6750 6865 1114 77073
2010 51897 12237 9127 9400 6439 7308 96408

Ekim i¢in tohum TMO’dan saglanabilmektedir. TMO tarafindan tescil edilmis 10
adet hashas ¢esidi bulunmakta olup, bunlar Bolvadin 95, Ofis 95, Afyon 95, Ofis 96,
TMO-1 , TMO-2 , TMO-3, TMO T, Ofis 3, Ofis 4 ve Ofis 8’dir. Ayn1 hashas bitkisi
tizerindeki kapsiillerin hepsi ayn1 anda olgunlasmaz. Bundan dolay1r en alttaki kapsiil
kontrol edilmelidir. Olgunlasan kapsiil sallandiginda ses verir. Kayiplarin artmamasi igin
hasat fazla geciktirilmemelidir. Haghastan kuru sartlarda dekardan 60-70 kg kapsiil ve 70-
80 kg tohum, sulu sartlarda ise dekardan 120-130 kg kapsiil ve 160-200 kg tohum verimi
alinmaktadir. Ulkemizde iireticilerin elinde bulunan geleneksel hashas tohumlarindan
tiretilen kapsiillerde morfin oraninin % 0.4 civarinda oldugu, TMO’nin 1slah ettigi tiirlerde
ise bu oranin % 0.8’¢ kadar ¢iktig1 bildirilmistir. Diinyada ise Avustralya, Fransa ve
Ispanya gibi yasal ana iiretici iilkelerde iiretilen kapsiillerde morfin oranmin % 1.5-2 kadar
oldugu bildirilmistir. Degisik gelisim devrelerinde hasat edilen hashas bitkilerinin muhtelif
kisimlarindaki morfin orani farklilik gostermektedir. Tam olum doneminde kapsiildeki
tepecikte % 0.8 ve kabukta % 0.58 morfin biriktigi kaydedilmistir. Yapilan bir ¢alismada,
hashas bitkisi tohumlarinin bin dane agirhiginin 0.4 g civarinda geldigi ve kapsiil
biiyiikliigiine gore bir kapsiil icerisinde 3,000-20,000 adet tohum bulundugu bildirilmistir
(Isikan, 1957; Arslan, 1982; Anonim, 2005; Anonim, 2012b).

TMO tarafindan yayinlanan hashas raporuna gore diinyada uyusturucu maddelerin
ekimi, iretimi, ithali ve ihracati lilkemizin de imza koydugu Birlesmis Milletler (BM)
Uyusturucu Maddelere Dair 1961 TEK So6zlesmesi (Single Convention on Narcotic Drugs)
ve tadiline iligkin 1972 protokoliine gore diizenlenmektedir. 1961 TEK Soézlesmesi
diinyadaki uyusturucu madde {iretimlerinin iilkelerde tek elden yiiriitiilmesi hiikmiinii

getirmekte ve BM Teskilatinin uyusturucu maddelerin kontrolii hususundaki yetkisini



kabul etmektedir. Diinyada, hashas ekimi Birlesmis Milletler (BM) teskilat1 denetiminde
yasal ana iiretici olarak Tiirkiye, Hindistan, Avustralya, Fransa, Ispanya ve Macaristan’da
yapilmaktadir (Cizelge 1.1.). Tiirkiye ve Hindistan BM Teskilatinca geleneksel hashas
tireticisi iilkeler olarak kabul edilmektedir. Cizelge 1.1.’de goriilecegi iizere son bes yillik
kesin verilerin ortalamasina gore iilkemiz diinya yasal haghas ekim alanlar1 icerisinde %
54°liik bir paya sahip bulunmaktadir. Ulkemizde hashas ekimi 3298 Sayili Uyusturucu
Maddelerle Ilgili Kanun ve Yonetmeligi ¢ercevesinde lisansa tabi, kontrollii ve cizilmemis
hashas kapsiilii iiretimi seklinde yapilmaktadir. Bakanlar Kurulunca hashas ekimine
miisaade edilen yerlerde TMO Genel Midiirliigiince yapilan planlama cer¢evesinde BM
Teskilatinca iilkemize verilen 700,000 dekar limit dahilinde hashas ekimi ve ¢izilmemis
kapsiil iiretimi yaptirilmaktadir. 2011 yili sonbaharindan itibaren Afyonkarahisar, Amasya,
Burdur, Corum, Denizli, Isparta, Kiitahya, Tokat, Usak illerinin tamami ile Balikesir ilinin
Balya, Bigadi¢, Dursunbey, Ivrindi, Kepsut, Savastepe ve Sindirgi ilgeleri, Eskisehir ilinin
Alpu, Beylikova, Cifteler, Glinyiizii, Han, Mahmudiye, Mihali¢gik, Seyitgazi ve Sivrihisar
ilceleri, Konya ilinin Ahirli, Akdren, Aksehir, Beysehir, Derbent, Doganhisar, Hiiylik,
Ilgin, Kadinhani, Seydisehir, Tuzluk¢u, Yalihiiylik ve Yunak ilgeleri, Manisa ilinin
Merkez, Demirci, Gordes, Kopriibasi, Kula, Sarigdl ve Selendi ilgelerinde izin belgesi
karsiliginda haghas ekimi ve ¢izilmemis hashas kapsiilii liretimi serbesttir. S6z konusu
700,000 dekar ekim limiti, ekilis ve lretim potansiyelleri dikkate alinarak yerlesim
birimlerine dagitilmaktadir. Yerlesim birimi bazinda verilen hashas ekim limitleri ciftcilere
paylastirilarak bu limit ¢ergevesinde bir ciftciye en fazla 3 tarlasinda 15 dekar alanda
hashas ekim izni verilmektedir. 3298 Sayili Kanun ve Yonetmelik geregince, TMO
tarafindan yasal ekim alanlarinda hashas ekimi ve ¢izilmemis kapsiil iiretimi i¢in izin
belgesi verilmektedir. Hashas ekim alanlarinda kapsiillerin afyon iiretimi i¢in ¢izilip
cizilmedigi TMO tarafindan kontrol edilmektedir. Hashas ekim alanlarinda iiretim tahmini
yapilarak c¢iftgilerin kapsiillerinin tamamimi TMO’ya teslim etmeleri saglanmaktadir.
Hashas kapsiilleri hasat olgunluguna geldiginde TMO kontrol heyetlerince kdy bazinda
hasat belgesi verilerek hasat gergeklestirilir (Anonim, 2012b).

1.2. Hashasin Kullanim Alanlar

Tiirkiye’nin yillik 25 bin ton hashas tohumu iiretimine karsilik yilda 40 bin ton
civarinda ihracat potansiyeli bulunmaktadir. Hashas bitkisinden, ekonomik degeri olan
tohum ve kapsiil kabugu olmak {iizere iki 6nemli {iriin elde edilmektedir. Hashas

kapsiiliiniin morfin, kodein, tebain, noskapin ve papaverin gibi tibbi dneme sahip olan ana



alkaloidlerin yan1 sira yaklasik 30 degisik alkaloid ihtiva ettigi bilinmektedir. Bunlardan
tiirevleri olan katma degerleri yiiksek, yar1 sentetik ila¢ aktif hammaddeleri iiretilmektedir.
Bu alkaloidlerden morfin, kodein ve tebainin uyusturucu o6zelligi olmasina ragmen,
noskapin ve papaverin uyusturucu 6zellige sahip degillerdir. Tipta analjezik (agr kesici),
anestezik (uyusturucu) ve antitiissif (Okstirlik kesici) olarak bu maddelerden
yararlanilmaktadir. Hashas kapsiiliiniin uyusturucu madde icermesi nedeniyle tek ve
zorunlu alicist TMO Genel Midiirliigi’diir. Cifteiler, trettikleri hashas kapsiiliinii izin
belgelerinde belirtilmis olan miktarin iistiinde de olsa hasat yilinin en ge¢ Eyliil ay1 sonuna
kadar tespit edilen bedeli karsiliginda TMO isyerlerine teslim etmek zorundadirlar. Afyon
Alkaloidleri Fabrikas1 20,000 ton/yil ¢izilmemis hashas kapsiili isleme kapasitesiyle
alaninda diinyanin en biiyiik fabrikasidir. Afyon Alkaloidleri Fabrikasi1 ekstraksiyon ve
tiirevler tinitesi olmak tlizere iki kisimdan olusmaktadir. Modern ekipmanlardan olusan
ekstraksiyon {initesi, ¢izilmemis ve tohumu ayiklanmis hashas kapsiillerini isleyerek
morfin hidrat elde etmek iizere dizayn edilmistir. Kapsiildeki morfin oranina bagli olmakla
birlikte yi1lda 80-100 ton civarinda morfin iiretimi gerceklestirilmektedir. Tiirevler tinitesi,
ekstraksiyon iinitesinde iiretilen ham morfinden hareket ederek diinyada kabul goren
farmakolojik standartlara (EP, USP, BP vb.) uygun katma degeri yiiksek yar1 sentetik ilag
hammaddeleri (API) sentezlemekte olup esnek bir liretim dizayni ve ekipmana sahiptir.
Diinyada, hashastan elde edilen tibbi ve bilimsel amagl opiyat tiiketimi yilda yaklasik 350
ton civarindadir. Diinyada 6nde gelen yasal hashas iireticisi iilkelerden Avustralya,
Tiirkiye, Hindistan, Fransa, Ispanya, Macaristan arasinda rekabet bulunmaktadir. BM
Teskilatinin, liye olan tiim iilkelere “tibbi ve bilimsel amagli opiyat hammadde ihtiyaglarini
oncelikle geleneksel hashas tireticisi lilkelerden temin etmeleri” yoniindeki tavsiye karar
cercevesinde en biiyiik opiyat hammadde ithalat¢is1 olan ABD, aldigi kararla ithalatinin %
80’lik kismuni geleneksel tedarik edici iilke olan Tirkiye ve Hindistan’dan, % 20°lik
kismini da diger iilkelerden gergeklestirmektedir (Anonim, 2012b).

Ulkemizde hashas tohumu gida amaclhi kullanildigindan serbest piyasada islem
gormektedir. Ancak hashas tohumunun c¢ift¢inin elinde kalmamasi ve deger fiyatinin
altinda satilmamasi amaciyla 1988 yilindan itibaren TMO hashas tohumu destekleme
alimiyla gorevlendirilmistir. 1988 yilindan bu yana hashas tohumu i¢cin TMO tarafindan
alim fiyat1 ilan edilmesine ragmen, serbest piyasada hashas tohumu fiyatlarinin daha
yiilksek seyretmesi nedeniyle, lretilen tohumlar piyasada rahatlikla degerinden alict

bulmaktadir. Hashas tohumlar1 gri-mavi, sari, beyaz, ¢ig kahve ve pembe renklerde



olabilmektedir. Tiirkiye’de en fazla yetistirilen haghaslar sirasiyla beyaz, mavi ve sari
tohumlu ¢esitlerdir. Uretilen hashas tohumlarindan bir kismu gift¢i ihtiyaclar igin
ayrilmakta geri kalan kismi ise serbest piyasada islem gérmektedir (Azcan ve ark., 2004;

Anonim, 2012b).

Hashag tohumu ile ilgili olarak yayinlanan TS 312 ‘Hashas Tohumu’ standardinda
(TSE, 2003a) tohum ‘Gelincikgiller (Papaveraceae) familyasinin, Papaver somniferum L.
tiriine giren kiiltiir bitkilerinin kapsiilleri i¢inde olugsan tohum’ olarak tanimlanmistir.

Standartta, hashas tohumlar1 renklerine 6 sinifa ayrilmistir (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. Haghag tohumu siniflarinin 6zellikleri (TSE, 2003a)

Diger
Simflar Nem Yabanc1 Madde Bozuk Tane Smiflardan
(%, m/m), en ¢ok (%, m/m), en cok (%, m/m), en ¢ok Karisma
(%, m/m), en ¢cok

Beyaz tohum 9.0 1.0 0.5 1.0
Mavi-gri tohum 9.0 1.0 0.5 1.0
Sar1 tohum 9.0 1.0 0.5 1.0
Cig kahverengi tohum 9.0 2.0 0.5 1.0
Pembe tohum 9.0 2.0 0.5 1.0
Karigik renkli tohum 9.0 2.0 0.5 Aranmaz

Hashag tohumlar ticareti yapilan bir iirlin oldugu i¢in ambalajli olarak satilmalidir ve
bunlarin i¢inde bulunduklar1 ambalajlar; isleme yerlerinde, depolarda ve tasitlarda kotii
koku yayan ve bunlar kirletecek bocek oldiiriicii ilaglar ve diger zehirli maddelerle bir
arada bulundurulmamalidir. icinde hashas tohumu bulunan ambalajlar, yas olmayan,
havadar, serin, dogrudan giines 15181 almayan yerlerde kuru zemin ve tahta 1zgara tizerinde
depolanmali, yagis altinda birakilmamali ve bu durumda yiikkleme bosaltma
yaptlmamalidir. Hashas tohumlarinin bulundugu cuvallar, {ist iiste en ¢ok 6 kat halinde
konulmalidir. Istifler depo duvarina dayanmamali, etraflarinda serbestce gezilebilecek
sekilde ve depo girisine bakacak sekilde yapilmalidir. Hashas tohumu ambalajlarinin
bulundugu depo; kuru, hosa gitmeyen kokulardan uzak, bocek ve haserelerin girisine karsi
engelleyici yapida olmalidir. Bu depolar, uygun fiimigantlar veya pestisitlerle hayvansal
zararlilara kars1 dezenfekte edilebilmeli veya ilaglanmalidir. Bu takdirde, hashas tohumlari
tizerinde herhangi bir leke veya toksik kalinti kalmamasina dikkat edilmelidir (TSE,

2003a).



1.3. Calismanin amaci

Ulkemizin BM tarafindan belirlenen ana hashas iireticisi iilkeler arasinda olmasi,
morfin amagh kapsiil giderilmesi sonrast 6nemli miktarda tohumun iireticinin elinde
kalmasina neden olmaktadir. Yiizyillardir iilkemiz topraklarinda tiiketilen, besleyici degeri
yiikksek bir gida hammaddesi olmasi nedeniyle, hagshas tohumlarindan kaliteli, besleyici,
pazar pay1 olabilecek, lezzetli gida eldesinin optimum sartlar1 arastirilmak istenmis ve

hammadde se¢imini bu konular belirlemistir.

Literatiir incelendiginde; soguk pres hashas yagi lizerine yapilan ¢alismalarin genel
olarak temel bilesen Ozelliklerini belirlemeye yonelik oldugu, oldukca karakteristik bir
yemeklik yag olan hashas yaginin aromatik ve duyusal 6zellikleri iizerine ¢ok fazla calisma
yaptlmadigr gorilmistiir. Tohum verimi oldukg¢a diisiikk olan haghas bitkisinden yag
eldesinde vidali pres teknigi iizerine c¢aligma yapilmamis ve farkli 6n islemlerin
denenmemis olmasi, soguk pres hashas yagi eldesinde verim ile yag kalitesinin
arttirllmasina yonelik olarak nasil bir proses uygulanabilecegi sorusunu akla getirmistir.
Haghas tohumlarindan mekanik vidali pres teknigi ile yag eldesi, proses Oncesinde
uygulanacak on islemlerin yag verimine etkileri, kontrol ve 6n islem gruplarindan yag

eldesinde optimum pres kosullarinin belirlenmesi ¢alismamizin amaglari arasindadir.

Mekanik presleme bitkisel yagin kazanilmasinda yaygin kullanilan bir metot olup,
hidrolik pres, vidali pres ve donen presleri kapsar. Solvent ekstraksiyonu %98 oraninda
yag verimi saglamasina karsin, solvent kullanimina bagli olarak spesifik prosesler
gerektiren maliyeti olduke¢a yiiksek bir yontemdir. Vidali presler ¢cevre dostu olup, saglik
ve is giivenligi acisindan da istlindiirler (Deli ve ark., 2011). Mekanik yag preslemenin en
onemli avantajlar; ekipman kurulumu ve kullanimimin kolayligi, prosesin personel
yetkinligini gerektirmemesi, farkli yaglh tohumlara kolaylikla adapte edilebilmesi, iiretimin
stireklilik arz etmesi, kimyasal madde kullanilmadan proteince zengin yagli kek elde
edilmesidir. Vidali preslerde kapasite 40-1000 kh/saat olabilmektedir. Ancak vidali pres
teknigi ile kekte % 8-14 oraninda yag kalabilmektedir. Bu oldukga biiyilik bir oran olup,
onemli miktar yemeklik yagin kayb1 demektir (Singh ve Bargale, 2000). Bu nedenle soguk

pres dncesinde tohuma uygulanacak 6n islemler 6nem kazanmaktadir.

Literatiirde hagshag tohum unlarinin baz1 fonksiyonel 6zellikleri belirlenmis olmasina
karsin; tohum proteinlerinin optimum izolasyon kosullarinin belirlenmesi, kavurma ve

enzim On islemlerinin genel ve besleyici 6zellikler iizerine olan etkileri sonucunda tohum



kiispesinin insan gidasi olarak kullanimlaria yonelik ¢cok daha fazla aragtirmaya ihtiyag
bulundugu tespit edilmistir. Bu agidan hem haghas yaginin gidalarda kullanimi hem de
tohum proteininin insan beslenmesinde kullanimina dair literatiirdeki bilgi azlig1 dikkat
cekmektedir. Gerek tohum diireticileri, gerekse gida sanayi icin yeni gelir yollar1 agacak
olan bu c¢aligmalar, insan beslenmesi ve sagligi lizerine olas1 faydalar1 agisindan da biiyiik

Ooneme sahip olacaktir.

Bu tez calismasi ile; lilkemizde yaygin olarak iiretilen ii¢ hashas ¢esidine (Ofis 8-
beyaz, Ofis 4-sar1 ve Ofis 3-mavi) ait tohumlarin genel 6zelliklerinin belirlenmesi, soguk
pres uygulamasi dncesinde tohumlara kavurma uygulamasinin ve enzimatik hidrolizin yag
verimi ve kalitesi iizerine etkileri ile yagl kek iizerine olabilecek etkilerinin belirlenmesi
amagclanmistir. On islemlerden gegirilen tohumlardan iiretilen hashas yaglarinin fiziko-
kimyasal analizlerinin yapilmasi, aromatik madde bilesimlerinin belirlenmesi, duyusal
tanimlama analizlerinin gergeklestirilmesi hedeflenmis ve iiretilen tiim bilgiler 1s181nda
kavurma veya enzim ile 6n muamele edilen tohumlardan elde edilen soguk pres hashas
yaglarinda olabilecek kayiplar, insan gidast olarak kullanilabilme potansiyelleri ve

ozelliklerinin ortaya konulmas1 amaglanmistir.

Soguk presten alinan yagl keklerin genel 6zelliklerinin belirlenmesi, hashas yagsiz
unlariin hazirlanmasi ve yagsiz unlardan en yiiksek verim ile protein izolasyonunun
yapilmasi hedeflenmistir. Farkli muamele gruplarina ait tohum cesitlerinin her biri i¢in
optimum protein izolasyon kosullarinin belirlenmesi, yagsiz unlarin mineral madde
icerikleri ile fonksiyonel 6zelliklerinin ve protein izolatlarinin ise amino asit igerikleri ile
fonksiyonellik potansiyellerinin test edilmesi ile besleyici degerleri hakkinda veri elde
edilmesi amaclanmustir. Onemli bir yan {iriin olan hashas pres kekinin ekonomik agidan
degerlendirilmesi, gida sistemlerinde fonskiyonel 6zelliklerine bagli olarak yardimci katki
maddesi olarak kullanilabilme potansiyellerinin tespit edilmesi ile hashas tohumunun
tikketimini arttirmaya yonelik iglemlere onciililk etmesi acisindan ¢alismanin sonuglari

Onemlidir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hashas Yaginin Bilesimi ve Ozellikleri

Haghas tohumunun yag icerigi orijin ve renge bagli olarak Onemli oranda
degismektedir. Yag igerikleri, yapilan ¢aligmalar sonucunda Hindistan’da tiretilen hashas
tohumlarinda % 41.4 - 49.1, Pakistan’da % 47 - 53 ve lilkemizdeki gesitlerde ise % 44 - 57
oranlarinda  belirlenmistir. Beyaz g¢esitlerde yag orani ortalama olarak % 40, mavi
cesitlerde ise % 33 olarak belirlenmistir. Ayn1 bdlgeden elde edilmesine karsin,
tohumlardan elde edilen yaglarda yag asitleri kompozisyonlar1 da yag miktar1 gibi genis
varyasyon gosterebilmektedir. Hindistan orijinli hashas tohumu yaglarinda ana yag asitleri
palmitik asit % 8.9 - 21.5, oleik asit % 13.2 - 36.8 ve linoleik asit % 41.0 - 68.0 olarak
rapor edilmistir (Azcan ve ark., 2004). Beslenme acisindan bakildiginda hashas yagi
istenen ideal bir yag asidi kompozisyonuna sahiptir. Major olarak % 73 linoleik, % 10
palmitik ve % 13 oleik asit igerir. Misir 6zii yag1 ve aspir yagi gibi linoleik asitge zengin
bitkisel yaglarin kandaki serum kolesterol seviyelerini diisiirdiigli bilinmekte olup, bu

durum haghas yaginin da besleyici degerine bir isarettir (Bozan ve Temelli, 2003).

Bajpai ve ark. (1999) tarafindan yapilan c¢alismada, Hindistan menseli hashas
tohumlarinda sekil, renk, verim, tohum igerigi ve hashas yaginin yag asidi kompozisyonu
incelenmistir. Kullanilan tohumlar beyaz, sar1 ve agik kahverengidir. Sekil olarak yuvarlak,
bobrek seklinde ve ti¢ farkli ebattadir. Yag icerikleri % 26 - 52, palmitik asit igerigi % 9.3 -
40, oleik asit % 7.5 - 58.4, linoleik asit % 0.7 - 72.7 arasinda tespit edilmistir. Ortalama
degerlere gore ana yag asitleri; oleik asit (% 37.1) > palmitik asit (% 27.3) > linoleik asit
(% 17.2) seklindedir. Palmitoleik, stearik ve linolenik asitler sadece bazi bolgelerden
alinan tohumlarin yaglarinda belirlenmistir. iki drnekte tespit edilen linoleik asit miktari,
soya ve misir 0zii yaglari ile ayn1 bulunmustur. Dort 6rnekte ise palmitik, oleik ve linoleik
asit oranlart esittir. Yag miktar1 acisindan zengin olan Orneklerde palmitik asit diisiik ve
linoleik asit yiiksektir. Yiiksek oranda oleik asit iceren Ornekler ayrica yiiksek oranda
palmitik asit ve nispeten diisiik oranda linoleik asit igermistir. Tohum verimi ile yag verimi
arasinda, yag verimi ile yag icerigi arasinda, oleik asit ile palmitik asit icerigi arasinda
yiiksek oranda pozitif korelasyon belirlenmistir. Yag igerigi ile linoleik asit icerigi arasinda
zay1f pozitif korelasyon gdzlenirken; yag igerigi ve palmitik asit igerigi, palmitik asit ile

linoleik asit ve oleik asit ile linoleik asit i¢erigi arasinda negatif korelasyon gozlenmistir.
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Ulkemizde hashas yagimin kullanimi lokal diizeyde kalmistir ve tohumdan yagi elde
edilmesinde presyon (mekanik sikma) yontemi kullanilmaktadir. Azcan ve ark. (2004)
tarafindan yapilan ¢aligmalarda, lilkemizde yetistirilen hashas tohumlarinda ortalama nem
icerigi % 6.4, toplam protein icerikleri; sar1 tohumda % 21.8, beyaz tohumda % 21.9 ve
mavi tohumda % 22.7 olarak tespit edilmistir. Sar1 tohumlularda kiil miktar1 % 5.7; besin
elementleri olarak kalsiyum 1.6 ppm, sodyum 50.9 ppm, potasyum 5.1 ppm, agir metaller
olan bakir 1.6 ppm, demir 44.8 ppm, ¢inko 74.5 ppm olarak tespit edilmistir. Protein
icerikleri renge bagli olarak kiiciik bir varyasyon gostermekte olup, mavi tohumlu
hashaslarda daha fazla protein (% 22.7) tespit edilmistir. Solvent ekstraksiyon sonucunda
yag orani sar1 tohumlularda % 49.2, beyaz tohumlularda % 36.8, mavi tohumlularda %
33.6 olarak tespit edilmistir. Renge bagli olarak hashas tohumlarinin yag oranlarinda
belirgin fark goriilmektedir. Sar1 tohumlularda yag miktari, beyaz ve mavi renkli tohumlara
oranla belirgin derecede yiiksektir. Mavi tohumlularda en diisiikk yag orant gbzlenmistir.
Yag orani yiiksek olan sar1 tohumlara ayrica presyon da uygulanarak % 32.3 oraninda yag
elde edilmis ve presten alinan yaglh kekin solvent ekstraksiyonu sonrasinda % 17.6 ilave
yag kazanmilmistir. GC/MS ile yapilan yag asitleri profili analizinde ii¢ farkli hashas
¢esidinde stearik asit % 2.5 - 3.2, linolenik asit % 0.4 - 0.6, palmitik asit % 10 - 13, oleik
asit % 16.1 - 24.7 ve linoleik asit % 56.4 - 69.2 oranlarinda tespit edilmistir. Ana yag asidi
olan linoleik asit beyaz tohumlulardan elde edilen hashas yaginda en yiiksek oranda (%
69.2) goriiliirken, mavi tohumlulardan elde edilen yag 6rneginde en diisiik seviyededir (%
56.4). Buna ilave olarak beyaz tohumlulardan elde edilen hashas yaginda, doymamis yag
asitleri oran1 (% 85.9) en yiiksektir. Pres kekinin zengin yag (% 17.6), protein (% 21.8) ve
besleyici elementler (57.6 ppm) i¢ermesi hayvan beslenmesinde yem olarak kullanimini

mumkuin kilabilmektedir.

Ozcan ve Atalay (2006) tarafindan yapilan calismada, yedi adet hashas ¢esidinde
fiziksel ve kimyasal 6zellikler incelenmistir. Orneklerin 1000 tane agirhigr 0.29 - 0.429 g,
nem miktart % 3.39 - 4.76, ham protein oran1 % 11.94 - 13.58, ham kiil miktar1 % 4.92 -
6.25, ham lif oran1 % 22.63 - 30.08, HCl’de ¢oziinmeyen kiil miktar1 % 0.72 - 1.68, ham
enerji 6367-6740.5 kcal/100g ve ham yag oran1 % 32.43 - 45.52 olarak tespit edilmistir.
Hashas tohumlar1 309.5 - 567.3 ppm arasinda beta-tokoferol icermektedir. Stearik,
palmitik, oleik, linoleik ve linolenik asitler belirlenen ana yag asitleridir. Hagshas tohumu
ve yagi1 saglhiga yararli besleyici bilesenleri icermektedir. Linoleik asit biitiin ¢esitlerde

hakim yag asidi olarak belirlenmistir. Hashas tohumlar1 % 50’ye varabilen oranlarda yag
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icerirler. Ham hashas yagi1 sari, berrak, kaygan his veren, tiiketilebilir hos bir tada sahiptir.
Ryan ve ark. (2007) tarafindan hashas tohum yaglar {izerine gerceklestirilen diger bir
caligmada, Orneklerde % 12.20 palmitik, % 0.27 palmitoleik, % 2.30 stearik, % 22.19
oleik, % 59.87 linoleik, % 1.30 linolenik, % 0.67 arasidik, % 0.16 gadoleik ve % 0.29
oranlarinda erusik asit belirlenmistir. Ering ve ark. (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada
farkli hashas g¢esitlerini incelemislerdir. Ana yag asitleri olarak linoleik asit (687.6 - 739.2
g/kg), oleik asit (141.3 - 192.8 g/kg) ve palmitik asit (76.8 - 92.8 g/kg) belirlenmistir.

Oksidadif kararlilik kati ve sivi yaglarin kalitesini devam ettirmede 6nemli bir
parametredir. Tohum yaglarinda oksidadif kararlilik yag asitleri kompozisyonu ile
tokoferol, tokotrienol gibi minor bilesenlerden ¢ok fazla etkilenir. Oksidasyon prosesi
temel olarak coklu doymamis yag asitlerinin degredasyonunu igerir ve fonksiyonel
ozellikler ile besleyici degerin diigmesine neden olan serbest radikaller olusur. Tokoferoller
ve tokotrienoller gidalarda doymamis yag asitlerinin oksidasyona karsi korunmasinda
gorev alan dnemli antioksidanlardir ve fenolikler gibi diger antioksidanlar ile birlikte insan
viicudunda oksidadif strese karsi etkili bir koruma saglarlar. Yapilan bir ¢alismada; hashas
yaginda bulunan ana yag asidi % 74.5 orani ile linoleik asit olarak bulunmus olup, toplam
tokoferol miktar1 11.0 mg/100g hashas tohumudur. Hashas yag1 y-tokoferol (79.4 mg/100 g
yag) agisindan zengindir. Hashas yaginda sadece a- ve y- tokotrienol bulunmustur. 110
°C’de 20 L/saat akis hizina sahip hava ile yapilan oksidadif stabilite testinde hashas yagi
aspir ve keten yagina gore 5.56 saat deger ile daha kararli bulunmustur. Oksidadif stabilite
ile yag asitlerinin doymamislik oranlar1 ve tokoferol seviyeleri arasinda korelasyon
belirlenmemistir. Ering ve ark. (2009) ise yapmis olduklar1 ¢calismada, hashas yaglarinda
onemli miktarda (195.37 - 280.85 ppm) y-tokoferol (ortalama deger 261.31 ppm) ve o-
tokoferol (21.99 - 45.83 ppm, ortalama deger 33.03 ppm) tespit etmislerdir. Toplam sterol
konsantrasyonu ortalama 2916.20 ppm olarak belirlenmis olup; ana sterol c¢esitleri -
sitosterol (663.91 - 3244.39 ppm), campesterol (228.59 -736.50 ppm) ve A5-avenasterol
(103.90 - 425.02 ppm) olarak tespit edilmistir.

2.2. Hashas Yag1 Uretim Teknolojisi
Endiistriyel isletmelerde biodizel amagli olarak hashas tohumlarindan yagin alinmasi
genellikle presleme ve bunu izleyen solvent ekstraksiyonu ile yapilir. Yemeklik yag

tiretiminde ise soguk pres yontemi tercih edilmekte, rafinasyon uygulanmamaktadir. Bu
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sekilde elde edilen hashas yag: salata veya yemeklik yag olarak ve margarin iiretiminde

hammadde olarak kullanilmaktadir (Bozan ve Temelli, 2003).

Mekanik yag {lretiminin avantajlari basit olmasi, prosesin hizli seyretmesi, az
miktardaki {riinler i¢in pratik olmasi, islemin kisa siirmesi ve maliyetinin az olmasidir.
Ayrica sistem ¢ok ¢esitli yagli tohumlara adapte edilebilmektedir. Solvent ekstraksiyonuna
oranla tehlikesizdir. Mekanik preslerde islem sonrasinda kimyasal i¢cermeyen, proteince
zengin pres keki de elde edilir (Singh ve Bargale, 2000). Son yillarda yagli tohumlardan
yag elde edilmesinde siirekli, mekanik, vidali preslere olan ilgi tekrar artmistir. Ancak
vidali pres teknigi, yaglh tohumlardan yag eldesinde solvent ekstraksiyonun yerini
tamamen alamamaktadir. Clinkii tohum i¢indeki yagin az bir kismini almaya yetkindir, bu
nedenle 6zel yaglarin {iretilmesinde kullanilir. Ancak vidali pres yontemi az miktarlardaki
tohumun preslenmesinde kullanilabilecek en uygun, basit ve giivenilir metottur. Vidali
presin performanst hammaddeye uygulanan 6n hazirlik asamalarina baglhidir. Temizleme,
kirma, pisirme, kurutma ve optimal nem diizeyine kadar su verilmesi bu 6n islemlerden
bazilaridir. Presleme esnasinda veya Oncesinde uygulanan termal islem genellikle yag
kazanimini arttirir. Ancak oksidadif parametrelerde olusan artigsa bagl olarak yag kalitesini
olumsuz etkileyebilir. Tohum nem igerigi, presleme icin 6nemli olan diger bir anahtar
degiskendir. Nemin tohumlarda plastik yapiy1 arttirdigi ve kayganlhigi sagladigi igin pres
beslemesi ve etkinligine olumlu katki sagladigi bilinmektedir. Ancak yiiksek nem
igerikleri, presleme esnasinda yetersiz siirtinmeden dolay1 yag eldesinin az olmasina da
neden olabilir. Bu nedenle optimal nem igerigi ve islem sicakliginin vidali pres yonteminde
belirlenmesi 6nemlidir (Martinez ve ark., 2008). Mekanik islemlerde cihaz ve ekstraksiyon
tekniginde meydana gelen gelismeler ile yag verimi kolza ve yerfistiginda % 73’den %
80’e, pamuk ¢igidinde ise % 60°dan % 65’e yiikselmistir. Vidali preslerde etkinligin
arttirtlmasina yonelik olarak basing, presleme sicakligi ve materyalde nem dengelemesi
gibi degiskenler iizerine caligmalar yapilmistir. Ayrica ¢esitli fiziksel (kabuk cikarma,
kirma, tohum ebatini kii¢iiltme), termal (6n 1s1tma, kuru ekstriizyon), hidrotermal (sicak su
ile 1slatma, buhar verme, beyazlatma, pullandirma) ve kimyasal (enzimatik hidroliz) 6n
islemler lizerinde durulmustur. Bu islemler ¢esitli yagli tohumlarda yag veriminin ortalama

% 50’den % 80’lere artmasina neden olmustur (Singh ve Bargale, 2000).

Deli ve ark. (2011), tarafindan yapilan ¢alismada Nigella sativa L tohumlarindan
vidali pres ile yag eldesinde en yiiksek verim % 22.27 6mm capl ¢ikis ucu, 21 rpm doniis
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hiz1 ile elde edilmistir. Presleme sicakligi ile yag verimi onemli oranda degismis, en

yiiksek verim 50 C sicaklikta alinirken 100 C de en diisiik verim elde edilmistir.

2.2.1. Tohum nem oranmnin etkisi

Martinez ve ark. (2008) tarafindan yapilan calismada ceviz yagi elde edilmesinde
vidali pres yonteminde farkli nem ve sicaklik parametrelerinin iglem etkinligi {izerine olan
etkileri incelenmistir. Serbest yag asidi igeriginin belirlenmesi sonucunda, presleme
oncesinde yapilan tavlamanin yag kalitesini etkilemedigi belirlenmistir. Nem igeriginin
% 2.5’den % 7.5’e arttinlmast yag kazanimini arttirmistir. Singh ve Bargale (2000)
tarafindan yapilan ¢alismada da % 7.5 nem oranina sahip kolza tohumlarinda nemin
% 12’ye kadar arttirilmasi sonucunda yag veriminde artig gozlenmistir. Li ve ark. (1999)
tarafindan yapilan calismalar presleme Oncesinde tohuma termal uygulama ve su
eklenmesinin hiicre yapisinda genisleme ve parcalanmaya neden oldugunu, bu durumun
gecirgenligi arttirarak yagin ¢ikisini  hizlandirdigmi  ve yag verimini  arttirdigini
gostermistir. Martinez ve ark. (2008) tarafindan yapilan calismada cevizden yag elde
edilmesinde en yiiksek yag verimi (% 89.3) % 7.5 nem igerigi ve 50 °C 1s1 uygulamasi ile
saglanmistir. Bu nem igeriginde sicakligin 50 °C’* den 70 °C’ ye ¢ikarilmasi yag veriminde
Oonemli oranda diisiise neden olmustur. Bunun nedeni presleme sirasinda siklikla olusan
tikanma problemidir. En diisiik kaliteli yag eldesi % 7.5 nemde 70 °C pres sicakliginda
elde edilmistir. Bu kosullar altinda presten alinan kek siki yapili ve koyu renklidir. Yapilan
istatistik analizler sonucunda farkli nem ve sicaklik sartlarinda preslenen cevizlerden elde
edilen yaglarin kalitesi, incelenen biitlin parametreler icin Onemli varyasyonlar
gostermistir. Ceviz yaglarindan elde edilen kimyasal veriler, vidali pres ve hidrolik sistemli
soguk pres icin benzerdir. Cevizde yag verimini arttirmak i¢in vidali pres yonteminde
tohum neminin % 7.5, pres sicakliginin 50 °C olmasi idealdir. Bu parametreler kekte kalan
yag miktarin1 azaltmaktadir. Yag verimi agisindan nem miktarinin ayarlanmasi, sicaklik

uygulamasina oranla daha faydalidir.

Dogru tohum nemi ve pisirme sicakligi kombinasyonunun segilmesi optimal vidali
pres performansi igin gereklidir. Pradhan ve ark. (2011) tarafindan yapilan g¢alismada
jatropha tohumlarindan yag elde edilmesinde vidali pres yontemi kullanilmistir. Baslangi¢
tohum nemine sahip numunelerde, 1s1 uygulanmayan 6rneklerden elde edilen yag miktari
1s1 uygulanan 6rneklere oranla daha azdir. Pigirme islemi tohum dokularini yumusatmakta

ve yag vizkozitesini diisiirmektedir. Dokularin yumusamasi hiicre yapisinin zayiflamasina
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neden olmakta, tohumu basinca karst dayaniksiz kilmakta, diisiik vizkozite ise yag akisini
kolaylastirmaktadir. % 9.69 nem igerigine sahip olan ve 1s1 uygulanan tohumlarda yag
kazanimi, % 12.16 nem igerenlere gore daha yiiksektir. Yeterli 1s1 uygulamasi proteinlerin
koagulasyonu ile yag hiicrelerinin parcalanmasi ve yag vizkozitesinin diismesi i¢in
gereklidir. 110 °C’de 10 dk. pisirme uygulanan % 9.69 nem igerigine sahip tohumlarda yag
verimi % 73.14 ile en yiiksektir. Baglangigta yiiksek nem igerigine sahip tohumlarda uzun
stireli 1sitma sonrasinda en yliksek nem kaybi goriilmektedir. Her nem seviyesinde, nem
kaybi pisirme siiresince ornege uygulanan 1s1 miktarinin gostergesidir. Ne kadar fazla 1s1
uygulanirsa nem kaybi1 o kadar fazla olmaktadir. Artan nem miktar ile yag veriminde
baslangicta olusan artis, 6rneklerdeki proteinlerin koagulasyonuna ve sonucta serbest yagin
akist icin elverisli genis bosluklarin olusmasina atfedilmektedir. Jatropha tohumlar1 gibi
protein orant (% 23.6) yiiksek yagl bitkilerde 1s1 uygulamasina bagli olarak meydana gelen
protein koagulasyonu yag veriminde onemli etki gostermektedir. Pradhan ve ark. (2011)
tarafindan yapilan c¢alismada, yag verimi 1s1 uygulanan tohumlarda artan nem orani ile
birlikte artmistir ve pisirilen tohumlarda % 8.19, 1s1 uygulanmayan tohumlarda % 9.86 nem
diizeyinde en yliksek degerine ulasmistir. Nem diizeyinde daha sonraki artislar yag
veriminde hizli bir diisiise neden olmustur. Bunun sebebi yag hiicrelerinde olusan miisilaj
olabilir. Yiiksek nem igeriklerinde miisilajin neden oldugu sisme tohum iizerinde
yastiklama etkisi olusturur. Sisen tohumda ekstraksiyon siiresince agiga ¢ikan yagin akist
engellenir ve tohum iizerinde olusan yastiklama etkisi basing altindaki i¢ dokularin ve
partikiillerin kirtlmasini azaltir. Yag verimi karsilastirmalart pisirilmeyen 6rneklerden elde
edilen yag veriminin, pisirilen orneklere gore diisik oldugunu gostermistir. Bu durum
yeterli 1s1 uygulamasinin gerekliligini gostermektedir. Pisme sonrasinda artan yag verimi

tohum dokular1 arasindaki kapiler bosluklarda yag vizkozitesinin diismesine de atfedilir.

Bargale ve Singh (2000) tarafindan kolza tohumunda yapilan ¢aligmada da, artan
tohum neminin yag verimini arttirdigi belirlenmistir. Yag veriminin artmis olmasi kekte
kalan yag miktarinin azalmasina neden olur. Tohum nem miktarinda artis olmasi kekte
kalan yag miktarinda artisa neden olur. Bunun sebebi diisiik nem igeriklerinde presleme
esnasinda pres kisminda olusan yiiksek siirtlinme katsayisi olabilir. Tohumlarin diisiik nem
iceriklerine sahip olmalar siirtlinmeyi arttirmakta, yiiksek nem ise presleme esnasinda
kayganliga neden olmaktadir. Yapilan bu ¢aligmada nem igeriginin % 12.16’dan % 7.22’ye
diisiiriilmesi sonucunda pres hizi pisirilmis 6rnekler i¢in 30.92 kg/saat’den 29.5 kg/saat’e,

1s1 uygulanmayan Ornekler i¢in 31.38 kg/saat’den 29.87 kg/saat’e diismiistiir. Bu hizlar
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optimum vidali pres hizi olan 120 rpm de tespit edilmistir. Nem igerigi ile pres hizi
arasindaki iligki her iki durumda istatistik olarak (p<0,05) 6nemli bulunmustur. Nem,
presleme sirasinda kayganlastirici etki gostererek basinca dayanimi azaltmakta ve yliksek
pres hizi olusturmaktadir. Yiiksek nem iceriginde olusan yiiksek pres hizi pres kekinin
cihaz iginde kalis siiresini azaltmakta ve kekte kalan yag miktarin1 arttirmaktadir. Bu
durumda yag verimi diismektedir. Pigmemis orneklerdeki pres hizi, pismis drneklere gore
biraz daha fazladir. Aradaki fark istatistiki olarak (p<0,05) énemli bulunmustur. Bu farkin
sebebi pisirme esnasinda denature olan proteinlerin presleme esnasinda varil i¢inde yiiksek
stirtiinme katsayisina neden olmasidir. Nem igeriginin % 12.16’dan % 7.22’ye diisiiriilmesi
sediment igeriginin (dip kisimda biriken kat1 kisimlar, tortu) pismis drneklerde % 4.27°den
% 7.86’ya, pismemis Orneklerde % 4.02°den % 5.27’ye yiikselmesine neden olmustur.
Bunun sebebi siirtlinme dayanikliligi ile agiklanabilir. Protein denaturasyonu sonrasi artan
stirtiinme katsayist ve azalan nem basingta artisa neden olur. Basing artis1 daha fazla katiy
varil agikliklarina yonlendirir. Pres kekinin varil agikliklarindan goriiniir olarak ¢ikist pres

etkisini gostermektedir.

2.2.2. Isil islemin etkisi

Yagh tohumlarin 6n hazirhiginda pisirme ve kurutma kosullari vidali preste
performansi etkileyen en onemli faktorlerdir. Bazi yaglarin eldesinde, soguk presleme
oncesinde hammaddeye 1s1l islem uygulanmasi yag verimini arttirmaktadir. Pigirme veya
1sitma ile yagl tohumlarda yag hiicreleri pargalanir, proteinler koagule olur, nem igerigi
optimal presleme degerini saglayacak seviyeye getirilir ve yagin vizkozitesi azalir. Boylece

yag daha kolay ekstrakte edilir (Martinez ve ark., 2008).

Endiistriyel yag iiretiminde uygulanan presleme yonteminde kek kisminda % 10-12
oraninda yag kalir. Siddetli 1s1 uygulamasi ve pres kosullart iirlinlin yag ve protein
kalitesinde azalmaya neden olur. Ancak diisiik presleme sicakliklari ve soguk pres
yonteminde de elde edilen yag verimi diisiik olmaktadir. Geleneksel bitkisel yag tiretim
proseslerinde, pres keki hekzan ile ekstrakte edilir. Cevresel, toksikolojik ve operasyonel
tehlikelerinden dolay1 yag eldesinde solvent ekstraksiyonunu elimine etmek i¢in pek ¢ok
calisma yapilmistir. Bu amagla su veya etanol gibi alternatif solventler kullanilmis veya
enzim kullanimi ile presleme prosesinin etkinligi arttirilmaya calisilmistir (Moure ve ark.,

2002).
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Yag ekstraksiyonu Oncesinde yagli tohumlara uygulanan kavurma islemi, tohumun
ve ekstrakte edilen yagin fiziksel, kimyasal ve besleyici 6zellikleri iizerinde baz1 istenen ve
istenmeyen degisimlere neden olur. Kavurma isleminin sagladigi arzu edilen faydalardan
en onemlisi Maillard reaksiyonu firiinlerinin olusmasi sonucunda antioksidan aktivitesinde
meydana gelen artistir. Yagli tohumlara uygulanan termal proses boyunca karbonil ve amin
gruplar1 arasinda olusan interaksiyonlar maillard reaksiyonlarim1 meydana getirir. Bu
reaksiyonlar sonucunda olusan ugucu bilesenler lipit oksidasyonu reaksiyonlarini
engelleyerek oksidadif stabiliteyi arttirirlar. Kavurma islemi uygulanan tohumlar ve
kabuklu yemislerden elde edilen yaglarin oksidadif bozulmalara karsi daha direncli
olduklar1 yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Maillard tepkimesi {irtinlerinin olugsmasinin
yanisira, kavurma islemi sirasinda dogal olarak olusan antioksidan tiirevlerinin artmasi
veya azalmasi ile yaglarda toplam antioksidan kapasitesi degisir. Yagl tohumlarda toplam
antioksidan kapasitesi lizerinde kavurma isleminin net etkisi; dogal olarak olusan
antioksidan bilesenlerin termal yikimi ile antioksidan kapasitesine sahip yeni maillard
tiriinlerinin olusumu arasindaki dengeye baghdir. Kavrulan tohumlardan elde edilen
yaglarda meydana gelen antioksidan konsantrasyonu artisi; kavurma sirasinda olusan
hiicresel ~deformasyonlar sonucunda fitokimyasallarin  ekstraksiyon yeteneginin
iyilesmesine atfedilir. Literatiirde yapilan calismalar ile fenolik bilesenlerin ve
tokoferollerin kavurma islemi uygulanan materyalden elde edilen yaglarda daha fazla
bulundugu dogrulanmistir. Durmaz ve Goékmen (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada
Pistacia terebinthus yaginda oksidatif stabilite, antioksidan kapasitesi ve antioksidan
fitokimyasallar1 incelemisleridir. 180 °C’de 0 - 40 dk kavrulan Pistacia terebinthus’dan
yag elde edilmistir. Kavurma islemi sonucunda fenolik bilesenlerde artis olurken;
tokoferol, lutein ve beta-karoten miktarinda azalma gozlenmistir. Yagin antioksidan
kapasitesi ve oksidadif stabilitesi kavurma islemi ile artis gostermistir. Maillard
tepkimesinin gostergesi olarak yagda hidroksimetilfurfural (HMF) seviyesi ve renk
yogunlugu belirlenmistir. Bu iki deger kavurma siiresi ile dogru orantili olarak artmistir.

Yag asitleri kompozisyonu ise kavurma isleminden 6nemli derecede etkilenmemistir.

Yapilan caligmalarda presleme Oncesinde tohumlara 1s1 uygulanmasinin, kekin
protein miktar1 iizerine dnemli etki gdstermedigi belirlenmistir. Ancak enzim 6n islemine
kiyasla, tohumlara termal 6n islemlerin uygulanmasi daha yiliksek protein verimleri
saglamaktadir. Presleme Oncesindeki termal uygulama, proteinlerde su ve yag baglama

kapasitesi lizerinde Onemli etkiye sebep olmamaktadir. Ancak bazi caligmalar su
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absorpsiyon kapasitesinin, termal islem uygulanan tohumlarda biraz daha yiiksek oldugunu
sOylemektedir. Soguk presten almman kek proteinlerinde jellesme Kkabiliyeti 1s1
uygulananlara gore daha iyidir. Kontrol 6rneklerinde emdiilsifikasyon ozellikleri enzim
uygulananlara oranla daha yiiksektir. Termal uygulama yapilan keklerde proteinlerin
emiilsiyon aktivite indeksi soguk presten alinanlara oranla biraz daha yiiksektir. Ancak
kontrol ve soguk pres drnekleri ile hazirlanan emiilsiyonlar enzim uygulanan 6rneklere ait

emiilsiyonlara gore daha stabildir (Moure ve ark., 2002).

2.2.3. Enzim muamelesinin etkisi

Bitkisel tirtinlerden yag elde edilmesinde, yag verimini arttirmak amaciyla kullanilan
alternatif bir uygulama da tohumlara enzim 6n uygulamasi yapilmasi ve bu yolla hiicre
duvarlarinin hidroliz edilmesidir. Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda enzim kullanimi ile yag
veriminin, kontrol drneklerine oranla % 2-12 oraninda artis gosterdigi belirtilmektedir.
Ayni zamanda islem siiresi de kisalmaktadir. Bitki hiicrelerinde bulunan yagi, yag
damlalar1 (0.6 - 2 pm) adi verilen kiiresel organeller teskil eder. Bu organeller trigliserit
matriksini olustururlar ve matriks fosfolipidlere bagli proteinlerden olusan tekli bir tabaka
ile gevrilidir. Yag hiicrelerinin bu sekilde tamamen sarilmis olmasi birlesmelerini ve
kiimelesmelerini engeller. Bu stabilite, sterik engelleme ile oleosin ve caleosin adi verilen
yapisal hidrofobik proteinlerin elektronegatif itmesinden kaynaklanmaktadir. Enzim
kullanilmast durumunda ylizey yapisi bozularak, yag hiicreleri birbirinden ayrilmakta ve
orta lamelin biitlinliigli bozulmaktadir. Boylece hiicre dokular1 yavasca, kademeli olarak
hiicresel ve alt hiicresel organizasyonunu kaybetmekte, hiicre duvarlari ve sitoplazma

ayrisarak yag serbest kalmaktadir (Passos ve ark., 2009).

Bitki hiicreleri, karbonhidrat molekiilleri ve proteinlerden olusan kompleks hiicre
duvar1 matriksi ile c¢evrilmistir. Bu nedenle yiiksek oranda yag verimi saglamak igin,
kullanilan enzim karisimlarinin hiicre duvari yapisin1 bozabilmek agisindan genis
spektruma sahip olmalar1 gerekir. Ayrica izoelektrik noktadan uzaklastikca protein
¢ozlinlirliigliniin artmas1 matriks biitiinligiinii bozar ve yagin akisini kolaylastirir. Yapilan
caligmalarda bitkisel materyaldeki lif varligmin enzimlerin proteinlere ulagmasini
engelledigi bildirilmistir. Bu nedenle seliilaz ve pektinazlarin kullanilmasi lifli materyalin
hidrolizini saglayarak proteinazlarin protein kisimlara kolay ulasmasini saglar. Bu
nedenlerle enzim kullanilmasi durumunda en iyi yag verimini almak i¢in enzimlerin

sinerjisinden yararlanilmalidir (Passos ve ark., 2009).
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Biyoteknolojik olarak selillaz ve hemiseliilazlar {izerine c¢aligmalar 1980’lerin
basinda baglamistir ve ilk kez bu enzimler hayvan yemlerinde kullanilmislardir.
Glinlimiizde bu enzimler tekstil, pulp ve kagit iiretiminde, gida, bira ve sarap tiretiminde
kullanilmaktadirlar. Enzim pazarinin yaklasik % 20’sini bu enzimler olusturmakta olup,
cogunlukla Trichoderma ve Aspergillus c¢esitlerinden iretilmektedirler. Bitkisel yag
sanayinde en fazla kullanim alani bulduklar1 {iriin zeytinyagi iiretimidir. En kaliteli
zeytinyagl tam olgunlagsmadan toplanan, hafif yesil zeytinlerden elde edilmektedir. Ancak
bu durumda yag verimi oldukca diisiik olmaktadir. Tamamen olgunlasan veya ortam
sicakligr tlizerindeki sicakliklarda islenen zeytinlerden elde edilen yaglarda ise yiiksek
asitlik, ransit tat ve zayif aroma sorunlari ile karsilagilmaktadir. Bu dezavantajlari
gidermek {lizere, zeytinyagi iiretiminde kullanilmasi amaciyla iiretilen ilk ticari enzim
olivexdir (A4spergillus aculeatus kaynakli hemiseliilaz ve seliilaz icerir) (Soto ve ark.,

2007).

Tek bir enzim ¢esidinin etkin maserasyon ve yagin kitleden alinmasinda yeterli
olmamasi nedeniyle; pektinazlar, seliilazlar ve hemiseliilazlar genellikle kombin olarak
kullanilmaktadir. Enzim kullanilmasi naturel sizma zeytinyaginda antioksidan miktarini
arttirip, ransiditeyi azaltirken; yag verimini her 1 ton zeytin i¢in 1 - 2 kg arttirmaktadir.
Enzim kullanilmasinin sagladig1 baslica avantajlar; soguk presleme yonteminde ekstrakte
edilen yag miktarini arttirmak, santrifiij etkinligini iyilestirmek, antioksidan ve E vitamini
acisindan zengin yag elde edilmesini saglamak, ransidite olusumunu yavaslatmak,

karasuya karisan yag miktarinin azalmasidir (Bhat, 2000).

Kusburnu, iizim c¢ekirdegi, kanola, misir ruseymi, soya, Sili findig1 ve hodan
tohumlar1 gibi bitki tiirlerinden yag elde edilmesinde enzim 6n uygulamasi kullanilmistir.
Enzimatik 6n uygulamalarin yag ve kek kalitesini arttirdigi, lif icerigini azalttigi, diisiik
peroksit degeri ve serbest yag asiti degerlerine neden oldugu cesitli c¢aligmalarla

belirlenmistir (Soto ve ark., 2007).

Zuniga ve ark. (2003)‘nin yapmis olduklar1 calismada, Sili findigindan (Guevina
avellana mol) yag elde edilmesinde ultrazym (pektinaz), celluclast (seliilaz) ve olivex
(pektinaz ve hemiselillaz) kullanilmistir. Uygulamada tohumlar 1.4 mm partikiil
biiyiikliigiinden az olacak sekilde blendirdan gegirilmis, 100 °C’de 20 dk inkiibe edilmistir.
Su ile karistirilan enzimler enzim/substrat (E/S) oranm1 % 0.1 - 2 (w/w) olacak sekilde ezilen

tohumlara katilmistir. Inkiibasyon sicakliklart 20 - 60 °C arasinda segilmistir. Hidroliz
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stiresi yapilan 6n denemelerde 6 saat olarak belirlenmistir. Kontrol 6rneklerine enzim
icermeyen sade su eklenmistir. Hidroliz isleminden sonra enzimlerin inaktivasyonu igin
ornekler 100 °C sicaklikta 15 dk tutulmus ve sonrasinda % 3 - 4 nem igerigine gelinceye
kadar da 60 °C’de vakum altinda kurutulmustur. Calismada hidroliz islemlerinin tamami
40 °C’de % 35 nem igeriginde 6 saat siire ile ytritiilmiistiir. En iyi ekstraksiyon verimi
(% 72 ve tizeri) % 1 (w/w) E/S orani ile saglanmistir. Artis ile orantili olarak % 1 E/S
degerine ulasincaya kadar verim artmis, sonrasindaki oranlarda ise azalma gdstermistir.
Bunun sebebi enzim aktivitesi sonucunda artan c¢Oziinebilir sekerlerin  kurutma
sicakliklarinda  karamelize olarak yag salimmini limitlemesidir. Kahverengi
karemalizasyon iriinleri kurutma sirasinda gozle bile goriilebilir. Bu nedenle kurutma
islemi vakum altinda yiiriitiilmelidir. Calismada E/S oranini belirlemek i¢in % 0.5, % 1,
% 1.5 ve % 2 oranlar her iki enzim karigimi i¢in denenmistir. % 0.5 ve % 1 oranlarinda
her iki enzim ile ayn1 yag verimleri elde edilmistir. Ultrazym karisimi {izerine sicakligin
etkisini belirlemek amaciyla 20 - 45 °C aralig1 6n uygulamalarda denenmistir. 35 °C’de
% 71 verim, 40 °C’de ise % 72 verim alinmis olup, 40 °C’den yiiksek sicakliklarda yag
verimi diismistiir. Olivex-celluclast karisimi ig¢in ise 30 - 60 °C’ler arast denenmis,
maksimum yag verimi (% 74) 40 °C’de alinmis ve bu sicakliktan sonra verim diismeye
baslamistir. Her iki enzim igin sicaklik 40 °C’nin iizerine ¢ikarildiginda yag verimi
diismiistiir. Bunun sebebi ¢oziinebilir sekerlerin yiiksek sicaklikta karamelize olmalaridir.

Diger bir faktor ise ortamda biriken hidroliz tirlinlerinin enzimleri inaktif etmesi olabilir.

Soto ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada ise hodan bitkisinin tohumlarindan
yag elde edilmesinde 1:1 oraninda ticari enzimler olan olivex (pektinaz, seliilaz,
hemiseliilaz igerir) ve celluclast (seliilaz ve hemiseliilaz aktivitesinde) kullanilmistir. Bu
enzim karigimi i¢in hodan tohumlarinda en iyi presyon verimi 45 °C sicaklik, % 20 nem ve
9 saatlik siire parametreleri ile alinmistir. Enzimatik hidroliz, yag kalitesi iizerinde etkili
olmazken, presyon sonucunda aliman kek diisiik lif icerigi nedeniyle daha degerli

olmaktadir. Uygulamada hidroliz sicaklig1 en 6nemli parametredir.

Passos ve ark. (2009) iiziim ¢ekirdeginden yag elde edilmesinde seliilaz, hemiseliilaz,
pektinaz ve proteazdan olusan enzim kokteyli kullanmislardir. Yapilan 6n denemelerde
belirlenen sekilde ogiitiilmiis iiziim c¢ekirdegi numunesinin 1 gramina karsilik 4 ml
enzimatik slispansiyon eklenmistir. pH sitrik asit ve hidrojenfosfat ile ayarlanmistir. 10 g
ogiitiilmiis 6rnek enzimatik karisim ile karigtirilmis ve hidroliz 200 rpm hizda siirekli

karistirma ile gerceklesmistir. Sonrasinda hidrolizat sivi azot ile dondurulmustur.
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Calismada yagin eldesinde soxhelet metodu kullanilmistir. Yapilan denemeler enzim
konsantrasyonu ve islem siiresinin arttirllmasinin yag verimini arttirdigin1 ortaya
koymustur. Ancak pH ve sicaklik ters etki gostermistir. Miktar olarak en diisiik seviyede
enzim iceren kokteyl daha iyi sonu¢ vermistir. 24 saat siire, pH 4, 30 - 40 °C sicaklik,
1.0 - 1.4 mm partikiil biyiikligii degerleri kullanilan enzim karisimi i¢in uygun
parametreler olarak bulunmustur. Bu sartlarda ekstraksiyon verimi kontrol &rneklerine

oranla % 106 artis gostermistir.

Szydlowska-Czerniak ve ark. (2009) tarafindan yapilan c¢alismada kolza
tohumlarinda pektolitik ve seliilozik enzimler kullanilmistir. % 0.1 oraninda pektolitik
enzim kullanilan denemelerde % 10.9 - 16.4 arasinda yag verimi ve % 28.4 - 42.8 arasinda
pres etkinligi belirlenmistir. Enzim kullanilmayan ve sadece 1s1 uygulanan kontrol
ornekleri ile kiyaslandiginda, pektolitik enzimler yag verimi ve pres etkinligini sirastyla
% 11.7 ve % 175.0 oraninda arttirirken; seliilozik enzimler ise sirasiyla % 2.2 ve % 94.7
oranlarinda artis saglamistir. Oksidadif stabilite ag¢isindan bakildiginda ise, 12.6 saat ile en
yiiksek ransimat degeri seliillozik enzim kullanilan tohumlardan elde edilen yaglarda

gorilmistir.

Latif ve Anwar (2011) tarafindan yapilan g¢alismada, bes farkli enzim karigimi
(Protex 7L, Alcalase 2.4L, Viscozyme L, Natuzyme ve Kemzyme) kullanilarak susam
tohumlarindan sivi ekstraksiyon ile elde edilen yaglar incelenmistir. Kullanilan enzimler
arasinda Alcalase 2.4L en yiiksek yag verimini (% 57.4) saglarken, Protex 7L en yliksek
protein miktarini (% 87.1) vermistir. Enzim 6n uygulamasi yapilan érneklerden elde edilen
yaglar ile enzim uygulamasi yapilmayan kontrol gruplart ve hekzan ekstraksiyonu
uygulanan yaglar kalite kriterleri (yag asitleri profili, kirilma indisi, serbest yag asiti
icerikleri, iyot sayisi, renk, sabunlasma sayisi, sabunlagsmayan madde) acisindan
karsilastirildiginda aradaki farklar (p>0.05) Onemli bulunmamistir. Ancak enzim on
uygulamasi yapilan tohumlardan elde edilen yaglarda oksidatif stabilite digerlerine gore

daha iyi iken, tokoferol miktarlar1 da daha ytiksektir.

2.3. Yemeklik Yaglarda Duyusal Ozellikler ve Aroma Bilesenleri

Duyusal analiz gidalarin isitme, dokunma, koklama ve gérme duyular ile algilanan
karakteristiklerini hissetmek, 6l¢gmek, analizlemek ve yorumlamak i¢in kullanilan bilimsel
yontem olarak tanimlanmaktadir (Tibet ve ark., 2006). Duyusal degerlendirmede elde

edilmek istenen bilgi gereksinimine gore genel olarak objektif yaklasim ve siibjektif
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yaklagim olarak iki tip analiz formu vardir. Bu formlardan biri miisteri ihtiyaglarini gz
oniinde bulunduran siibjektif yaklasim, digeri ise analiz edilen {iriinii tanimlamak ve
farkliligin1 ortaya koymak amagl yapilan objektif yaklasim formudur (Lyon ve Watson,
1994).

Duyusal degerlendirme teknikleri eger analitik kalite indeksleriyle eslestirilirse ¢cok
giiclii olur ve iiretim, formiilasyon, ¢esitlendirme ve pazarlamay1 yonlendirebilir. Aslinda
ilk once tiiketici tercihlerinin, tercih gruplariin (tiikketici fragmanlari) belirlenmesi gerekir.
Bunun igin ¢ok genis ¢apli galismalara ihtiyag vardir. ikinci asamada, tiiketicilerden elde
edilen hedonik veriler, duyusal tanimlama testleri ve deneyimli panelistler kullanilarak
kantitatif verilere doniistiiriiliir. Boylece tiiketicinin dili ve istekleri anlasilmis olur. Bundan
sonraki asama {irlinde belirtilen lezzet ve aroma karakterlerini saglayan kimyasal
bilesenlerin tayinidir. Bu amagla ugucu madde analizleri ve bilesen analizleri yapilir.
Kantitatif panel verileri ve kimyasal dl¢limlerin eslestirilmesi ve istatistik degerlendirmesi,
tirtinde nelerin daha ¢ok veya az bulunmasi geregini ortaya koyar. Son asamada gerekli
formiilasyon ve/veya islem modifikasyonlar1 yapilarak, tiiketici beklentilerini maksimum
seviyede karsilayan, kaliteli ve dayanikli {iriin hazirlanmis olur. Genel hatlar1 ve amaglari
Ozetlenen bu proses sensometrik olarak adlandirilmakta ve genel amaclardan baska bircok

bilgi ve fayda da saglamaktadir (Yilmaz, 2001).

Ispanya’da yapilan bir ¢alismada 3 farkli iilkede kiiltiire alinan (Ispanya, italya ve
Yunanistan) dort farkli zeytin ¢esitinden (Arbequina, Coratina, Koroneiki ve Picual) alinan
24 ornek lizerinde zeytinyaginin kimyasal kompozisyonu ve duyusal 6zellikleri arasindaki
iligki incelenmistir. Caligmada analiz edilen Orneklerin hasat zamanlar1 ve ekstraksiyon
teknolojileri birbirlerinden farklidir. Kimyasal bilesenlerin analizinde kromotografi
tekniklerinden yararlanilmistir. Duyusal analizde 6 farkli panel secilmis ve 24 6rnek
kantitatif tanimlama testi (QDA) yontemiyle degerlendirilmistir. Bu panellerden 4’ bu
calisma icin egitilirken, diger iki panelin uzmanlardan olustugu, farkli skala ve skorlar
tizerinden degerlendirme yapildigr belirtilmistir. Arbequina ¢esidi icin; palmitik,
palmitoleik, margarik, margaroleik, linoleik asit konsantrasyonu yiiksek ve oleik asit
konsantrasyonu diigiik olarak saptanmustir. Sterol fraksiyonlarinin konsantrasyonu da
yiksek bulunmugtur. Alkollerden fitol ve oktakosanol yiiksek konsantrasyonda
bulunurken, dokosanol diisik konsantrasyonda saptanmistir. (Z)-3  hekzanal
konsantrasyonu diisiik ve (E)-3-hekzenal, etenilbenzen, 4-metil-1-penten-3-ol ve C6 alkol

konsantrasyonlar1 yiiksek bulunmustur. Tiim bu bilesenler g6z oniine alindiginda en 1iyi
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tanimlayict duysal terimler olarak “taze meyve aromasi” (domates-enginar benzeri)
saptanmistir. Picual ¢esidi i¢in de benzer sonuglara ulagilmistir. Coratina g¢esidi igin
triterpenik alkol ve sterol (metilsterol, gramisterol) konsantrasyonu yiiksek, alifatik
alkoller, kampesterol, sitosterol konsantrasyonu diisiik bulunmustur. Hidrokarbon, (Z)-2-
hekzenal yiiksek, (E)-3-hekzenal ve 3-furan konsantrasyonlar1 diisiik oldugu saptanmuistir.
Coratina i¢in en iyi tanimlayici terimler olarak “ac1” ve “yakict” belirtilmistir. Kroneiki
icin ise alifatik ve triterpenik alkol, linolenik ve arasidik asit konsantrasyonlar1 yliksek
oldugu saptanmistir. Bu ¢esit icin en iyi tanimlayici terimler “yesil” ve “hafif burkucu”

olarak belirtilmistir (Aparicio ve ark., 1997).

Kolza yagi lizerine yapilan bir arastirmada tipik olan tatlar1 ifade eden tohum benzeri
(seed-like), fistikst (nutty), odunsu (woody) ve sert-buruk (astringent) ifadeleri
degerlendirme formunda yer almistir. Tohum benzeri ifadesi (seed-like) kuskonmaz,
lahana, taze yesil sebze, bazen de siilfiir tadina atfedilir. Tanimlayicilar1 6zetlemek,
duyusal analizi daha az bilgi verici ayn1 zamanda da daha fazla giivenilir yapar. Eger her
panel tatlar icin kendi tanimlayicilarini kullanirsa, panel grubunun homojen bir
degerlendirme yapmasi zorlasir. Duyusal analizde temel hedef, siirdiiriilebilir ve giivenilir
sonuclar almak, 6rnek tatlar1 arasindaki minimal benzerlik yada farkliliklar tespit etmektir.
Odunsu (woody) ifadesi, pek ¢ok kisi icin hos olmayan duyulari ifade etse de iiretim
prosesindeki herhangi bir hatayr gdstermez. Buruk (astringent) ifadesi siklikla acilikla
karigik bir biiziilme hissini ifade eder ve tanen igerigi yiiksek kirmizi sarap i¢ildiginde de
algilanir. Ayrica bazi bitkisel yaglarda ransit tat, kokusmus tat (fusty), kiif tadi (musty),
maya tadi (yeast-like), samansi tat (strawy), kavruk tat (roasted), yanik tat (burnt) ve acilik
(bitter) gibi istenmeyen tatlar goriilebilir. Kavruk tat yaniga oranla daha hostur ve siklikla
aci tatla karigtirillir. Ancak kavruk tat, soguk pres gibi 1s1 uygulanmayan proseslerle elde
edilen yiiksek kaliteli bitkisel yaglarda tespit edilmez. Tadim igini yapan kisinin bir gorevi
de aliman duyunun yogunlugunu puanlamaktir. Bunun i¢in 0 ila 5 arasinda bir skala
kullanilir. “0” tadin hi¢ alinamamasi durumunu, “5” ise doygun olarak ¢ok fazla alinma
durumunu ifade eder. Ancak bu skala her tat i¢in ayni sekilde kullamlmaz. Ornegin
yiiksek nemli ortamlarda depolanan tohumlardan elde edilen sizma kolza yaginda kuvvetli
bir kiif tad1 olur ve tadimci kisiler tarafindan reddedilebilir. Boyle durumlarda paneller bu
duyuya 5 puan verirler. Diger yandan kaliteli sizma kolza yaginda taze yesil kolzanin hafif
tad1 ve fistigimsi tat sirasiyla 3 ve 1 yogunluklarint gegmeyecek sekilde hissedilir. Bu

nedenle tipik pozitif tatlarin belirlenmesi i¢in skala normalde iist limitine kadar
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kullanilmamali ve duyusal degerlendirme alinan duyulara, {irliniin orjinal tatlarinin

hatirlanmasina ve duyularin karsilastirilmasina dayanmalidir (Briihl ve Matthéus, 2008).

Yapilan literatiir aragtirmalarinda hashas yaglarinin duyusal 6zelliklerine ait herhangi
bir ¢aligsmaya rastlanmamistir. Aromatik bilesen analizlerini igeren sadece bir adet caligsma
bulunmaktadir ve Hindistan’ da iiretilen hashas yaglarinin aromatik bilesen analizine aittir.
Krist ve ark. (2005) tarafindan yapilan calismada kati faz mikroekstraksiyon (SPME)
yontemi ile (DVB/Carboxen/PDMS Stable-Flex fiber) hashas yagi orneklerinde ugucu
bilesenler tespit edilmistir. 1-Pentanol (% 3.3 - 4.9), 1-hexanal (% 10.9 - 30.9), 1-hekzanol
(% 5.3 - 33.7), 2-pentilfuran (% 7.2 - 10.0) ve kaproik asit (% 2.9 - 11.5) analize alinan
hashas yagi orneklerinde tespit edilen ana ucucu bilesenlerdir. Ayni calismada yagin
trigliserit bilesimi belirlenmistir. Hashas yaginin % 70’lik kisminin linoleik, oleik ve

palmitik asitten olusan homojen trigliserit serilerinden olustugu bildirilmistir.

2.4. Hashas Tohumu Kiispesi (Keki)

Haghag yagi iretiminin 6nemli bir yan {iriinii hashas kekidir. Bu iirlin ¢ok degerli bir
hayvan yem maddesidir. Protein oran1 ve besleyici degeri yiiksek olan bu kekin insan
gidasi olarak kullanimina dair bir arastirmaya heniiz rastlanilmamigstir. Ancak benzer bazi
keklerin (soya gibi) ¢ok cesitli insan gidalarina islendigi de unutulmamalidir. Tohuma
uygulanan isleme tekniklerine ve 6n-hazirlik islemlerine gore farkli niteliklerde kekler elde
etmek olasidir. Dolayisiyla insan gidasi tretimi icin farkli yaklagimlarin denenmesi
arastirilmasi1 gereken konulardan birisidir. TS 319 Hashas Tohumu Kiispesi standardina
(TSE, 2003b) gore, hashas tohumu kiispesi “gelincikgiller (Papaveraceae) familyasinin
Papaver somniferum L. tlirline giren haghas bitkisi tohumlarinin, insan ve hayvan sagligina
zararsiz yag coziciileri ile Oziitlenerek veya ekspeller ya da adi presle sikilarak yag:
almmig kalintilar’” seklinde tanimlanmistir. Ayni standartta oOziitleme; “bitkisel ve
hayvansal yaglarin 1s1, mekanik presleme ve ¢oziiciiler aracilifiyla ayrilmasi”, ekspeller;
“yaglarin, tohumlardan vidali pres aracilifiyla mekanik olarak ayrilmasi islemi”, adi pres;
“yaglarin, tohumlardan el ile ¢alisan vidali pres sistemiyle ayrilmasi islemi”, yabanci
madde; “hashas tohumu kiispelerinde bulunan tag, kum, toprak, bitkisel pargalar vb. gibi
hashas tohumu kiispesi disindaki, gbzle goriilebilen her tiirlii maddeler” ve bozuk kiispe
de; “acilagmis, kiiflenmis, kizismis, yanmis ve boceklenmis hagshas tohumu kiispesi” olarak
tanimlanmistir. Buna gore haghas tohumu kiispesinin tip Ozellikleri ¢izelge 2.1.°de

gosterilmigtir.
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Gortildiigii  gibi, standartta soguk pres kiispeleri i¢in herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Ancak bilesimin adi pres tipine yakin olabilecegi tahmin edilebilir. Bu
calismada hem yagsiz un, hem de ekstrakte edilen proteinler detayli bir sekilde

calisiimustir.

Cizelge 2.1. Haghag tohumu kiispesinin tip 6zellikleri (TSE, 2003b)

Ozellikler Oziitleme tipi Ekspeller tipi Adi pres tipi
Rutubet %, en ¢ok 12.0 12.0 12.0
Ham protein % (m/m), en az 35.0 33.0 30.0
Ham yag % (m/m), en ¢ok 3.0 6.0 9.0
Ham seliiloz % (m/m), en ¢ok 17.0 17.0 17.0
Ham kiil % (m/m), en ¢ok 9.0 9.0 9.0
Yabancit madde % (m/m), en ¢ok 1.0 1.0 1.0

Yapilan bir yliksek lisans tez calismasinda, farkli oranlarda karistirilan hashas ezmesi
ve liziim pekmezi karisimlarinin farkli sicakliklarda reolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Rotasyonel viskometre kullanarak yapilan 6l¢iimlerde zamandan bagimsiz
ve zamana bagimli reolojik 6zellikler incelenmistir. Orneklerin artan ve azalan kayma hiz1
sirasina gore farkli kayma hizlarinda ol¢timleri yapilmistir. % 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40
oranlarinda hashas tohumu ezmesi ve iiziim pekmezi iceren Kkarisimlarin akis
davraniglarinin bes farkli sabit sicaklikta Newton ve iis yasasi modellerine uygunluklari
aragtirtlmistir. Pekmezin Newton modeline uygun davranis gostermesine karsin, karisimlar
ile hashas tohumu ezmesinin {is yasast modeline uygun psodoplastik davrandigi tespit
edilmistir. Karisimlarin hashas tohumu ezmesi oranindaki artigla reopektik davranis

gosterdigi belirlenmistir (Siiren, 2010).

2.5. Yagh Tohum Proteinleri

Yag iceren bitkilerde 6nemli miktarlarda protein bulunmasi nedeniyle insan diyeti
acisindan potansiyel kullanimlari s6z konusudur, ancak birka¢ dnemli tiir disinda yaglh
tohumlar genellikle insan beslenmesinde primer protein kaynaklar1 olarak kullanilmazlar.
Bu grupta yeralan yagli tohumlar soya, kanola, aygicegi, aspir, yerfistigi, misir, pamuk
tohumu, susam, keten tohumu ve kenevirdir. Bunlar arasinda protein igerigi acisindan en
fazla bilineni ve kullanilan1 soyadir (Arntfield, 2000; Moure ve ark., 2006; Rodrigues ve
ark., 2012).
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Cizelge 2.2.°de potansiyel protein kaynagi olabilecek yagli tohumlar ve bu
tohumlardaki baskin depo proteinlerinin isimleri gosterilmistir. Bu ¢ok bilinen ve fazla
tilkketilen tohumlara ait literatiirde ¢ok sayida ¢aligmalar bulunmaktadir. Yagl tohumlarda
bulunan proteinler biyolojik olarak aktif olanlar (6r. enzimler) ile yapisal veya depo
proteinleri olarak siniflandirilirlar. Bunlar arasinda depo proteinleri en 6énemli proteinlerdir
ve insan beslenmesi acisindan 6nem tasirlar. Aspir tohumunun protein igerigi % 13-17
arasinda degisirken, soyada bu oran % 37’e kadar ¢ikmaktadir. Protein seviyeleri arasinda
bu kadar farklilik olmasina ragmen yagli tohum proteinleri arasinda pek cok benzerlik
bulunmaktadir. Biitiin hasat edilen {irlinler albuminler (suda ¢dziinen), globulinler (tuzda
¢oziinen) ve glutelinleri (alkalide ¢dziinenler) karigim halinde igerirler. Bu proteinlerin
hemen hepsi sedimentasyon katsayilar1 2S, 7S, 11S (12S) ve 15S olan ayni1 dort adet
protein fraksiyonunu igerirler (Arntfield, 2000; Moure ve ark., 2006; Rodrigues ve ark.,
2012; Foegeding ve Davis, 2011).

Cizelge 2.2. Yagli tohumlar ve insan beslenmesi agisindan uygun olan ana depo proteinleri

(Arntfield, 2000)

Botanik isim Bilinen isim Depo protein
Brassica species Kanola/kolza Cruciferin or 128 protein
Zea mays L. Misir Zein
Gossypium species Pamuk cigidi 11S protein
Linum usitatissimum L. Keten tohumu 12S protein
Cannabis sativa L. Hemp 128 protein
Arachis hypogaea L. Yerfistig1 Arachin
Carthamus tinctorius L. Aspir Carmin
Sesamum indicum Susam a-globulin
Glycine max Soya Glycinin
Helianthus annuus Aycicegi Helianthin

2.5.1. Yagh tohum proteinlerinin kullamimini limitleyen faktorler

Biitlin bitkilerde oldugu gibi yagli tohumlarda da biiyiimeleri i¢in gerekli olan ve
bocekler ile mikroorganizmalara karst savunma faktérlerini olusturan ¢esitli kimyasal
maddeler sentezlenir. Bu bilesenler genellikle yag ekstraksiyonundan sonra arta kalan
kekte bulunurlar ve insan beslenmesinde proteinlerin kullanimlar1 agisindan problem
olustururlar. Yagli tohum proteinlerinin kullanimini limitleyen faktorler; yiiksek lif icerigi,
proteinaz inhibitdrleri, fosfat gruplari, oksalik asit ve oksalatlar, fenolik bilesikler, tanenler,

glukozid ve glikozidler olarak siralanabilir.
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Proteinaz inhibitorleri genellikle suda c¢oziinebilen diisiik molekiil agirlikl
proteinlerdir ve bitkiyi bocekler ile mikroorganizmalardan korurlar. Bu bilesikler
tilkketildiginde sorun olustururlar. Ciinkii bu maddelerin viicutta bulunan tripsin ve
kimotripsin gibi proteinazlar ile kompleks yaparak bu enzimleri inaktif hale getirme
yetenekleri vardir. Bu durum pankreatik aktivitenin azalmasina ve biiylime geriligine

neden olur (Arntfield, 2000).

Yiiksek oranda yiikli fosfat gruplan fitik asit molekiiliinii reaktif hale getirirler ve
eger gida maddesinde mevcut iseler kalsiyum, demir, ¢inko ve magnezyum gibi divalent
katyonlar1 baglayarak beslenme agisindan yararsiz hale getirirler. Ayn1 mineral baglama
problemi oksalik asit ve oksalat tuzlari i¢in de gegerlidir. Bu problem genellikle susam

tohumlarinda goriilmektedir (Arntfield, 2000; Tan ve ark., 2011).

Fenolik bilesikler, yagli tohum proteinleri ile olan interaksiyonlar1 nedeniyle
onemlidir. Bu maddeler genellikle fenolik asitler veya ugucu tanenler seklinde bulunurlar.
Kafeik, vanillik, siringik ve kumarik asitler serbest, esterlesmis veya bagli formlarda
bulunan fenolik asitlerdir. Bu maddeler eksi-ac1 aroma ile koyu renkten sorumludur ve
mineral varhi@ini azaltirlar. Tanenler molekiil agirliklar1 500-3000 arasinda degisen
kompleks yapilardir ve hidrolize olmalar1 sonucunda fenolik asitler ve antosiyaninler
olusur. Ugucu tanenler, yaprak proteinlerinden kanola kabuguna kadar genis bir alanda
varlik gosterir. Tanenlerin yagli tohum kekinde bulunmasi bu bilesiklerin proteinleri
coktiirmesine neden olur. Ayrica amino asitler ve mineraller ile kompleks olusturarak izole
edilen proteinlerin besleyici degerinin diismesine neden olmaktadirlar. Glukozidler ve
glikozidler pek ¢ok yagli tohumda bulunmaktadir. Beslenme problemi acisindan belkide en
iyi bilinen glukozinolatlar kanolada bulunanlardir. Yerfistiginda siyanogenik glikozitler ve

aspirde fenolik glukozitler bulunur (Arntfield, 2000; Tan ve ark., 2011).

Anti-besleyici faktorlerin yagli tohum kekinde bulunmasit nedeniyle protein
izolasyonu sonrasinda bu proteinlerin insan tiiketimi i¢in uygun hale getirilmesi gereklidir.
Eger problem proteinin kendisinden kaynaklaniyorsa 6rnegin, bir kisi soya veya yerfistigi
proteinine karsi allerjik reaksiyon gosteriyor ise bu proteinin izole edilmesinin bir faydasi
yoktur. Bu nedenle izole edilen proteinlerin insan gidasi olarak sunulmadan 6nce allerjik

potansiyeli gézden gecirilmelidir (Arntfield, 2000; Tan ve ark., 2011).
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2.6. Yagh Tohumlardan Protein Ekstraksiyonu ve izolasyonu
Yagli tohumlardan ve/veya bunlarin kiispelerinden protein ekstraksiyonu sirali bazi
islemlerle yapilmaktadir. Hammaddenin niteligine goére bu islemlerden bazilar

uygulanmayabilir.

2.6.1. Kabuklarin ayrilmasi

Yagl tohumlarda kabuklarin ayrilmasi lif igeriginin azaltilmasi icin etkili bir yol
olup, ayn1 zamanda besleyici degeri olmayan fitik asit ve fenolik bilesikler gibi maddelerin
giderilmesinde de etkilidir. Soya, pamuk ¢igidi ve aygigegi gibi bazi yagli tohumlarda
kabuklar degirmende veya mekanik asmmma ile kolaylikla giderilebilmektedir. Ancak
kanola gibi kiiclik tohumlarda kabuk endosperme yapisik oldugu icin ayirim bu yolla
giictlir (Arntfield, 2000).

2.6.2. Yag ekstraksiyonu kosullari
Pekcok yag bitkisinden yag eldesinde presleme ve solvent ekstraksiyonu
kullanilmaktadir. Proteinin daha sonraki kullanimlari diisiiniildiigiinde solvent kekinin

uygun olmadigr goriilmiistiir (Arntfield, 2000).

2.6.3. Kaba una yapilan on uygulamalar

Protein izolasyonunda pres kekinin 6giitiilmesi ile elde edilen kaba unun hekzan
ekstraksiyoundan sonra metanol ile muamele edilmesi ve sonrasinda proteinin izoelektrik
pH degerine yakin su ile yikanmasi aygicegi proteinlerinin izolasyonunda, beslenmede
degeri olmayan maddelerin azaltilmasinda kullanilmaktadir. Proteince zengin fraksiyon
daha sonra protein izolasyonu i¢in kullanilmaktadir (Arntfield, 2000; Moure ve ark., 2006;
Rodrigues ve ark., 2012; Foegeding ve Davis, 2011).

2.6.4. Protein coziiniirliigii

Yaglh tohumlardan protein eldesinde ¢ozelti olarak birkag farkli ¢oziicii
kullanilmaktadir. Literatiirde en fazla rastlanan ¢oziicii siv1 alkali soliisyonu olup; misir,
pamuk ¢igidi, aspir, susam tohumu, yerfistigi, aycicegi ve kanoladan protein eldesinde
kullanilmaktadir. Alkali kullanilmasinin en 6nemli nedeni yiiksek ¢oziintirliik saglamasidir.
Alkali ekstraksiyon sirasinda, ¢ozeltinin pH araligit 9 - 12.5 arasinda degismektedir ve
yiiksek protein verimi yiikksek pH degerleri ile ilgilidir. Ancak yiiksek pH degerleri

(0zellikle pH 12 ve iizeri) lisinoalanine olusumu ile iligkilidir ve her zaman iyi kalitede

28



izolatlar ortaya ¢ikmaz. Bu nedenle pek ¢ok arastirmaci proteinleri ¢ozmek icin diisiik
alkalilikte sollisyonlar tercih etmektedirler. Cesitli tuz c¢ozeltileride ¢oziicii ajan olarak
kullanilmakta olup, en fazla kullanilan1 NaCl’ diir (Arntfield, 2000; Moure ve ark., 2006;
Rodrigues ve ark., 2012; Foegeding ve Davis, 2011).

2.6.5. Proteinin ¢okeltilmesi ve geri kazanilmasi

Coziinen proteinin geri kazanilmasi konusunda pek ¢ok uygulama ortaya atilmistir.
Protein ekstraksiyonunda alkali solusyonlar kullanilmasi nedeniyle protein ¢okeltilmesinde
en fazla 6n planda olan yaklasim pH ayarlamasidir. Tuzla ekstrakte edilen kanola
proteinlerinde uygulanan ana metot dializ veya ekstrakte edilen proteinin diliisyonu ile
iyonik dayanimin azaltilmasidir. Bu diliisyon teknigi ayrica aycgicegi proteinlerine de
uygulanabilmektedir (Arntfield, 2000; Moure ve ark., 2006; Rodrigues ve ark., 2012;
Foegeding ve Davis, 2011).

2.6.6. Diger saflastirma asamalar

Ekstraksiyon ve c¢oktiirme gibi basit uygulamalara ek olarak protein izolasyon
prosediiriinde protein saflagtirma amaci ile kullanilabilecek birkag ekstra asama
bulunmaktadir. Cokeltme sonrasinda izolatin, pH’1 ayarlanan siv1 bir ¢ozelti ile yikanmasi
protein yapisinda olmayan komponentlerin azaltilmasinda etkilidir. Dillisyon teknigi ile
protein ¢oOktiirme sirasinda ultrafiltrasyon ile protein konsantrasyonunun arttirilmast
gereklidir ve siklikla kullanilir. Bunun sebebi proteinlerin birbirleri ile interaksiyona
girmelerini tesvik ederek miseller olusturmalarini saglamaktir. Ultrafiltrasyon asamasinin
diger bir yarar1 diisiik molekiil agirlikli besleyici olmayan fenolikler, glukosinolatlar ve

fitik asit gibi maddelerin ayrilmasini saglamasidir (Arntfield, 2000).

2.7. Yagh Tohum Proteinlerinin Fonksiyonel Ozellikleri

Bitkisel kaynakli proteinler gida ve kozmetik uygulamalarinda hayvansal proteinlere
alternatif olarak kullanilmaktadir. Ham bitkisel materyalin yenilenebilir olmasi, genis
alanlara yayillmis olmasi ve kolay ulasilmasi, kaynaklarin cesitli olmas1 (6zellikle
baklagiller, tahillar ve yagli tohumlar) kullanim kolayligi saglamaktadir. Soya, kolza,
pamuk ¢igidi, aygicegi tohumu ve yerfistigt protein iceren gidalar arasinda en sik
kullanilanlar1 olmakta ve diinya protein ihtiyacinin sirastyla % 69, % 12.4, % 6.9, % 5.3 ve
% 2.8’in1 karsilamaktadirlar. Bazi bitkisel proteinler hayvansal kaynakli proteinlerle

kiyaslandiginda siilflirlii amino asitler yoniinden yetersizdirler ve anti-beslenme faktorleri
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icerirler. Bu limitleyici faktorlere ragmen diger proteinler ile bitkisel kaynaklarin
desteklenmesi ve fiziko-kimyasal uygulamalar yagli tohum proteinlerinin insan
beslenmesinde kullanilmasinda 6nemli katkilar saglamaktadir (Moure ve ark., 2006;

Rodrigues ve ark., 2012; Foegeding ve Davis, 2011).

2.7.1. Bitkisel proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinin tanimlanmasi

Proteinlerin fonksiyonel oOzellikleri denildiginde; proteinlerin gida sistemlerinde
isleme, saklama, pisirme ve tiilketim agsamalari sliresince davranislarini etkileyen fiziksel ve
kimyasal 6zellikler kastedilmektedir. Bu 6zellikler ebat, sekil, amino asit kompozisyonu ve
siralamasi, net yiik, ylik dagilimi, hidrofobik ve hidrofilik 6zellikleri, yapisi1 (sekonder,
tersiyer veya quarterner), molekiiler esneklik/sertlik, dis cevre (pH, sicaklik, tuz
konsantrasyonu) veya diger gida bilesenleri ile interaksiyonlar olarak siralanabilir.
Proteinlerin ~ fonksiyonel 0Ozellikleri etkilenen fiziko-kimyasal niteliklere gore
siiflandirilabilir (Moure ve ark., 2006). Su ve yag tutma kapasitesi, ¢oziiniirliik 6zellikleri,
emiilsiyon kapasitesi ve stabilitesi, kopiiklenme Ozellikleri, jellesme, vizkozite ve kivam
verme proteinlerin gida sistemlerinde Onem kazanmasina neden olan fonksiyonel

ozellikleridir.

Gida uygulamalarinda su tutma kapasitesi, suyun yercekimine karsi alikonulabilme
yetenegine baglidir ve bagl su, hidrodinamik su, kapillari su ve fiziksel olarak hapsedilen
suyu igerir. Proteinlerle ilgili olan su miktar1 amino asit profili ile yakindan ilgilidir ve yiik
kalintilari, konformasyon, hidrofobiklik, pH, sicaklik, iyonik giic, ve protein
konsantrasyonu ile birlikte degisir (Moure ve ark., 2006; Rodrigues ve ark., 2012;
Foegeding ve Davis, 2011).

Coziniirliik siklikla diger fonksiyonel 6zelliklerin gdstergesi olarak kullanilir. Amino
asit kompozisyonuna bagli olarak 06zellikle protein ylizeyindeki hidrofilik/hidrofobik
dengesi proteinlerin ¢oziinlirliigiinii etkilemektedir. Yiksek c¢oziiniirlik diisik sayidaki
hidrofobik kalintilarin varligina, yiiksek elektrik yiikiine, elektrostatik itme giicline ve
isoelektrik pH degerlerinin iizerinde veya altinda olma durumuna baghdir. Denaturasyon
yiizeyin hidrofobik/hidrofilik oranim1 degistirdigi icin protein c¢oziiniirliglini etkiler.
Salting-in ve salting-out etkileri protein yiizey karakteristiklerini etkiledikleri i¢in protein
¢Oziiniirliiglinii de etkilerler. Bundan dolay1 kalinlasma, kopiliklenme, emiilsifikasyon ve
jellesme 6zellikleri de etkilenir (Moure ve ark., 2006; Rodrigues ve ark., 2012; Foegeding
ve Davis, 2011).
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Emiilsiyonlar ve kopiikler iki fazli sistemlerdir. Her ikiside genel olarak gida
sistemlerinde bulunmaktadir ve olusumlar1 6nemli oranda protein ylizey aktivitesinden
etkilenmektedir. Emiilsifiyerler ve kopiliklenme ajanlar1 ara yiizey gerilimini diisiirmekte ve
stabil yag-su veya hava-su ara yiizeyleri olusumunu iyilestirmektedirler. Proteinler yiizey
gerilimini diigsiirmede daha diisiik etkinlik gostermelerine karsin, proteinlerin sorfektant
olarak  kullanildigi  emiilsiyonlar ve kopilikler daha stabildirler.  Proteinler;
konformasyonlar1 ve molekiiler faktorler (esneklik, konformasyonal stabilite, hidrofilik ve
hidrofobik kalintilarin ana yapidaki dagilimlari) tarafindan belirlenen ara ylizeylerde
yayllma kabiliyetleri ile disg faktorlere (pH, iyonik gii¢, sicaklik, diger proteinlerin ve
lipidlerin arayiizeyde olas1 yarismali adsorpsiyonlar1) bagli olarak farkli ylizey aktiviteleri
gosterirler. Bu nedenle proteinler gidalarda emiilsiyon olusturma amaciyla diisiik molekiil
agirlikli sorfektanlara tercih edilmektedirler (Moure ve ark., 2006; Rodrigues ve ark.,

2012; Foegeding ve Davis, 2011).

Gida tirtinlerinde proteinler gazlarin disperse oldugu fazlarda stabiliteyi saglayan ana
yiizey aktif ajanlardir. Kopiliklenme genis bir yiizey alanina ihtiya¢ duyar. Bu ylizey
alaninda havanin sivi faza katilim saglamasi ve ara yiizey filminin i¢ ve dis kuvvetlere
dayanikli olmasi gereklidir. Kopiiklenme kapasitesi yani proteinin yiizey gerilimini
diisiirme yetenegi, molekiiler esneklik ve fiziko-kimyasal 6zellikler (hidrofobiklik, protein
agmin yiikii, yiik dagilimi, hidrodinamik &zellikler) ile belirlenmektedir. Iyi képiiklenme
0zelligi gosteren proteinler; ¢cirpma ve kopiik olusumu sirasinda hizlica adsorblanmalidir,
hizli bir konformasyonal degisime sahip olmalidir, hava-su ara yiizeyini diizenlemede
yiizey gerilimini hizli distirmelidir, intermolekiiler interaksiyonlar ile viskoelastik
yapigkan bir film tabakasi olusturabilmelidir. K&piik stabilitesinin Slgiilmesinde kopiik
hacminin % 50’sinin azalmasi i¢in gereken zaman OSlgiilmektedir (Moure ve ark., 2006;

Rodrigues ve ark., 2012; Foegeding ve Davis, 2011).

Jel kat1 ve sivi arasinda yer alan ara bir haldir. Gida sistemlerinde sivi sudur ve
molekiiler ag proteinlerden, polisakkaritlerden veya her ikisinden birden olusur. Proteinler
karbonhidratlara oranla daha etkili jellesme ajanlaridir. Bunun nedeni daha biiyiik
molekiillere sahip olmalar1 ve bunlarin {i¢ boyut arasinda capraz bag olusturma
yeteneklerinin daha iyi olmasidir. Jellesme protein ebat1 ile iyilesmektedir. Bunun sebebi
biiyiik molekiillerin li¢ boyut arasinda genis capraz baglar olusturmalari, esneklik ve
denaturasyon 6zelliklerine sahip olmalaridir. Jel olusturmak i¢in kiimelenme ve ¢oziinme

arasindaki smirda kismi jellesme olusmalidir. Jel olusumu i¢in kismi denaturasyon
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gereklidir, tersiyer yapilarda kivrilmalar olmasi kovalent baglarda kirilma olmaksizin uzun
zincirlerin olugmasina neden olur (Moure ve ark., 2006; Rodrigues ve ark., 2012;

Foegeding ve Davis, 2011).

Coziiniirlik, hidrodinamik o6zellikler, hidrofobiklik ve proteinlerin mikro yapilari
proteinlerin reolojik Ozelliklerinde ©nemli rol oynarlar. Ticari olarak ve laboratuar
sartlarinda elde edilen soya izolatlarinda goriiniir vizkozitenin su ve hidrate partikiiller gibi
¢cozlinen ve c¢oziinmeyen proteinler arasindaki interaksiyona bagli oldugu bilinmektedir.
Vizkozite, artan protein konsantrasyonu ile birlikte katlanarak artmaktadir. Bunun nedeni
hidrate proteinler arasindaki interaksiyonlarin, su absorpsiyonun ve sismenin artmast
olabilir. Toplam su/absorplanan su oraninin 1’e yaklasmasinin goriiniir vizkozitede artisa
neden oldugu belirlenmistir (Moure ve ark., 2006; Rodrigues ve ark., 2012; Foegeding ve
Davis, 2011).

Yagl tohum proteinlerinin termal 6zellikleri Taramali Termal Kalorimetre (DSC) ile
calisilmaktadir. Yapilan bir ¢calismada (Yin ve ark., 2011), sabunagaci tohumlarindan izole
edilen proteinlerin termal denatiirasyon sicakliklari, entalpi degisimleri ve faz degisim
sicakliklart belirlenmistir. Bu verilerin, adi gegen proteinlerin islenmesinde parametre
se¢iminde faydali bilgiler sagladig: bildirilmistir. Ote yandan, yagli tohum proteinlerinde,
protein yapisindaki degisimleri ve protein sekonder yapisal ogelerinin miktarlarini
belirlemek i¢in FT-IR ve Circular Dichroism (CD) spectrum g¢alismalar1 yapilmaktadir
(Yin ve ark., 2011; Achouri ve ark., 2012). Dogal yapida olusan degisimin orani ve sekli
bu cihaz analizleri ile belirlenebilmektedir. Uygun teknoloji se¢iminde bu tiir caligmalar ile

faydali bilgiler sunulmaktadir.

2.8. Hashas Tohumu Proteinleri

Literatiirde hashas proteinleri hakkinda siirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
konuda yapilan ilk ¢alismalardan birinde (Eklund ve Agren, 1975), beyaz ve mavi renkli
hashas tohumlarmin besin degerleri calisilmistir. Yagi presle aliman hashas kekinden
protein izole edilmis ve temel bilesenler ile amino asit bilesimi belirlenerek, proteinin
biyolojik degeri, rat besleme denemesiyle calisilmistir. Genel olarak tohumlarda % 27 ve
% 21 oraninda protein bulunmustur. ki tiir tohumun kimyasal skorlar1 sirasiyla 60 ve 66
olarak belirlenmistir. Bu ¢aligma, hashag proteinlerinin pH degeri 10’un {izerinde olan 1 M
NaCl ¢ozeltisinde daha iyi izole edildigini gdstermistir. Ayrica klorojenik asit gibi kararma

yapan maddelerin bulunmadig1 da bildirilmistir. Bir diger ¢alismada (Eklund, 1975), diger
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bazi tohumlarla beraber hashas tohumundaki fitik asit miktar1 6lgiilmiistiir. Haghas tohumu
ununda 8.08 mg/g seviyesinde fitat-P bulunmustur. Ayni ¢alismada hashas kek ununda
110.8 M/g demir ve 260.8 M/g fosfor bulunmustur. Bu oranlarin bir¢cok tahildan daha
diisiik oldugu da bildirilmistir. Srinivas ve Narasinga Rao (1981) tarafindan yapilan
calismada, 3 tiir haghas tohumundan 6nce yagsiz un elde edilmis, bunun temel bilesenleri
(% nem, protein, kiil, lif) ile ¢oziiniir N miktar1 6l¢iilmiis, daha sonra da jel filtrasyon,
elektroforez ve ultrasantrifuj analizleri yapilmistir. Ayrica tripsin ve hemaglutinin
aktiviteleri ile amino asit bilesimi de belirlenmistir. Calisma sonucunda; hashas
proteinlerinin pH 9.2°de ve 1 M konsantrasyondaki NaCl ¢ozeltisinde ¢ok iyi ¢oziindiigi,
jel filtrasyonunda 3 ana fraksiyona sahip olduklari, elektroforezde ise bir major birkag tane
de minor bantlarin oldugu belirlenmistir. Ultrasantrifiij ile 4 pik elde edilmistir. Tripsin
inhibisyon ve hemaglutinin aktivitesinin olmadig1, proteinin aspartik ve glutamik asit ile
arjinince zengin oldugu goriilmiistiir. Ayn1 grubun yaptig1 bir diger ¢calismada ise (Srinivas
ve Narasinga Rao, 1986a), hashas yagsiz kekinin bazi fonksiyonel 6zellikleri (su tutma
kapasitesi, yag baglama kapasitesi, emiilsiyon kapasitesi, kopiik kapasitesi ve stabilitesi)
Olciilmiistir. Hashas yagsiz kekinin su absorpsiyonunun 124 g/100g ve yag
absorpsiyonunun da 250 g/100 g oldugu bulunmustur. Ozellikle yag baglama kapasitesinin
soya unundan iki kat fazla oldugu bildirilmistir. Yine emiilsiyon kapasitesinin pH 8’in
tizerinde ve 0.38 M tuz konsantrasyonunda en fazla oldugu bildirilmistir. Benzer degerler
koptlik kapasitesi i¢inde bildirilmistir. Ayn1 arastirmacilar tarafindan yapilan bagka bir
calismada, hashas tohumundan 10S protein fraksiyonu izole edilmis ve fizyolojik
ozellikleri de (jel filtrasyon, elektroforez, sedimentasyon hizi, viskozite, molekiil agirlig
tayini, fosfor ve karbonhidrat miktari, amino asit bilesimi, proteazlarla hidroliz hiz1 ve
floresans spektrumu) Olciilmiistiir. Temel olarak bu fraksiyonun molekiil agirliginin
215,000 oldugu, i¢ viskozitesinin 3.5 mL/g oldugu ve kompakt bir globiiler yapida oldugu
bildirilmistir. Yine bu proteinin ¢ogunlukla p-tabakalari igerdigi ve proteaz enzimleriyle
hidrolize direncgli oldugu bildirilmistir. 10S fraksiyonunun, hashas tohumu proteinlerinin
yaklasik % 62’sini olusturdugu da tespit edilmistir. (Srinivas ve Narasinga Rao, 1986b).
Buna benzer sekilde hashas proteinlerinin diisiik molekiil agirlikli fraksiyonu da
calistlmistir (Srinivas ve Narasinga Rao, 1987a). Bu calismada da aym fizyolojik
parametreler 6l¢iilmiistiir. Burada bulunan 3 ile 5 fraksiyonun 13000 ile 18000 molekiil
agirliginda oldugu, daha fazla heliks yapi icerdigi, daha fazla sistein, glutamik asit ve
arjinin igerdigi, ancak DEAE veya CM-Sephadex ile izole edilemedigi bildirilmistir.

Haghag 10S proteinin lizerine pH’ 1n etkisinin incelendigi bir diger ¢aligmada (Srinivas ve
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Narasinga Rao, 1987b), proteinin pH 4 - 2.5 arasinda daha diisiik molekiil agirlikli
fraksiyonlara disosiye oldugu ve olasi bazi denatiirasyonlarinda diisiik pH’larda olustugu
gosterilmistir. Bu diisiik pH’larda protein ikincil yapisinin da agildigi bildirilmistir. Bagka
bir calismada (Ebner ve ark., 1999), hashas tohumunun alerjen 6zelligi arastirilmistir.
Haghas tohumu igeren giday: tiikettikten sonra alerji belirtisi gosteren 11 hasta {lizerinde
yapilan calismada IgE baglayan ve karbonhidrat igeren 40 ve 45 kDa agirliginda
glikoprotein yapisinda alerjen proteinlerin varligir gosterilmistir. Bu alerjinin lokal ve
semptomlarinin da ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir. Hashas tohum alerjisi ile ilgili

literatiirde herhangi detayl1 bir bilgi bulunmamaktadir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak kullanilan hashas ¢esitleri Ofis 8-Beyaz, Ofis 4-Sar1 ve
Ofis 3-Mavidir. Ofis 8 ve Ofis 3 tiirleri Usak ili Ulubey ilgesinden, Ofis 4 tiirii ise Afyon ili
Suhut ilgesinden hashas ekimi yapan, TMO’ da kayitl ¢ifcilerden elde edilmislerdir. 2011
hasat yilina ait tohumlar kullanilmistir. Bu tiirler halen ¢ift¢ilerin elinde bulunan, TMO
tarafindan kayitli ve izinli olan en fazla ekilen tiirlerdir. Tohumlara 6n kurutma ve dogal
yolla aspirasyon islemleri uygulandiktan sonra bez torbalara alinarak, analizleri

yapilincaya kadar kuru ve serin ortamda muhafaza edilmislerdir.

Analizlerde kullanilan etanol, asetik asit, sodyum tiyosiilfat, potasyum iyodiir,
sodyum hidroksit, fenol fitaleyn, silika jel, gallik asit, sodyum karbonat, Folin-Ciocalteu
ayiract, Wijs ¢ozeltisi, troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit),
ABTS (2,2"-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit), coomassie brilliant blue R-250,
2-mercaptoethanol, borik asit, di-sodyum tetraborat dekahidrat, asetik asit (glasiyel),
amonyum sulfat, di-sodyum hidrojen fosfat (anhydrous), sodyum dihidrojen fosfat dihidrat,
sodyum hidrojen karbonat, sodyum dodesil sulfat, bovine serum albumin ¢ozeltisi (% 30),
trikloroasetik asit, gliserol ¢ozeltisi, nitrik asit (% 65), hidroklorik asit (% 37), Dowex®
1x4 klorit, Mini-PROTEAN TGX pre-cast jel (% 4 — 15), protein standardi (precision plus
all Blue Standards), laemmli tampon ¢ozeltisi, Tris/Glycine/SDS, jel kurutma solusyonu,
dietil eter, etanol, petrol eteri, izooktan, n-hekzan, kloroform kimyasallar1 Merck
(Darmstadt, Almanya), Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) ve Bio-Rad (Hercules, ABD)
firmalarindan satin alinmistir. Enzim muamelesinde kullanilan Hemiseliilaz (Ferzim,
60,000 U/g aktivite, 55 - 65 °C sicaklik ve 4.0 - 6.5 pH arasinda aktif) ve Proteaz
(Alphamalt BK Quick, 12 U/g aktivite, 40 - 65 °C ve 4.5 - 6.0 pH arasinda aktif) enzimleri

yurt i¢i firmalardan temin edilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Hashas tohumlarinda yapilan analizler

Nem miktari (%): Analiz OHAUS MB45 hizli nem tayin cihazi kullanilarak (107
°C, 1 g 6rnek, 30 dk) gergeklestirilmistir (Aydeniz ve ark., 2014).
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Yag miktar1 (%): Otomatik Soxhelet ekstraktor cihaziyla AOAC 920.39 metoduna
gore yapilmistir (AOAC, 2002).

Kiil miktar1 (%): AOCS Ba 5a-49 metoduna gore yapilmistir (AOCS, 1984).

Ham protein (%): Kheldal yontemi ile AOCS Aa 5-38 metoduna gore yapilmistir
(AOCS, 1984).

Su aktivitesi: AQUA Lab 4TE cihaz1 kullanilarak ol¢ililmiistiir (Aydeniz ve ark.,
2014).

Renk ol¢iimii: Minolta CR-300 Reflektans kolorimetresi (Osaka, Japonya)
kullanilmis ve renk Ol¢iimiinde CIE sistemi kullanilarak L, a* ve b* degerleri
belirlenmistir. Bu 6l¢iim sisteminde L = 0 (siyah), L = 100 (beyaz), a* degeri (+a* =
kirmizi, -a* = yesil) ve b* degeri (+b* = sar1, -b* = mavi) olarak OSl¢iilmektedir.
Kolorimetre, her kullanimdan once beyaz seramik plakaya karsi standardize edilmistir.
Daha sonra bos bir cam petri kutusu seramik plaka tizerine konulmus ve cihaz buna karsi
sifirlanmustir. Olgiimii yapilacak drnekler daha sonra bu petri kutusuna bosaltilmis ve petri
de beyaz seramik plaka iizerine yerlestirilerek cihazin probu 6rnegin i¢ine daldirilmis ve

direkt olarak okuma degerleri alinmistir (Pagliarini ve Rastelli, 1994).

Bindane agirh@1 ve dane boyutlari: Her 6rnek i¢in en az 3 paralel olmak {izere 100
adet haghas tohumu sayilmis ve hassas terazide tartilarak bulunan agirlik 10 ile carpilmistir
ve ortalama deger hesaplanmistir. Dane ¢ap1 dijital kumpas ile rastgele segilen en az 10
adet ornekte Slgiilmiis ve ortalamasi alinmistir. Calismada kullanilan hashas ¢esitlerine ait

tohumlar asagida gosterilmistir.

Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan ofis 3-mavi, ofis 4-sar1 ve ofis 8-beyaz cesitlerine ait haghag

tohumlari
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3.2.2. Tohumlarin hazirlanmasi ve soguk presle yag eldesi

Herbir ¢eside ait hashas tohumlarinin temel bilesen 6zellikleri Slgiildiikten sonra,
tohumlar kontrol ve iki deneme grubu olmak iizere 3 porsiyona ayrilmistir. Her bir tohum
ve deneme faktorii i¢in soguk presle yag iiretimi 2 tekerriir olarak gerceklestirilmistir ve
tiretimlerin tamaminda asagida agiklanan On hazirlik islemleri tohumlara ayr1 ayri

uygulanmigtir.

Tavlama islemi: Bu calisma 6ncesinde, kullanilacak soguk pres makinasiyla yapilan
on denemelerde hashas tohumunun % 12 nem orami ile makinaya girmesinin gerekli
oldugu belirlenmistir. Bundan dolayr hem kontrol gruplarinda hem de kavurma ve enzim
muamelesi uygulanan gruplarda, 6n hazirlik islemleri sonrasinda tohum nem oranlari
tavlama uygulanarak % 12 seviyesine sabitlenmistir. Singh ve Bargale (2000) tarafindan
yapilan calisma esas alinarak; tavlama igin gerekli su miktari baslangic tohum nem
degerleri (%) Tlzerinden formiil (3.1) ile hesaplanmis, taneler lizerine piiskiirtiilmek
suretiyle eklenmis ve agz1 kapakli hava sizdirmayan kaplarda 24 saat siire ile dengelenmesi

icin bekletilmistir.

Tohuma eklenecek su miktari= [(A/B)xC]-C 3.1
A: Tohum kuru maddesi (%)
B: Tohumda istenen kuru madde(%)

C: Tohum miktari (g)

Kavurma islemi: Kavurma islemi i¢in Luxell marka Lx3530 (Kumtel, Tiirkiye) tip
firin (1450 W) kullanilmistir. Her bir tekerriir icin 6n 1sitma uygulanan firinda 150 °C
sicaklikta 30 dk siireyle tohumlara kavurma islemi uygulanmistir. Tohumlarda termometre
ile belirlenen yi1gin i¢ sicakligi 150 °C’ye ulagtiginda kronometre ile kavurma siiresi
baslatilmis ve 10’ar dk araliklarla 2’ser kez karistirma islemi uygulanmistir. Tohum
sicakliginin oda sicakligi seviyelerine inmesi sonrasinda son nem seviyeleri dl¢lilmiis ve
tavlama islemi i¢in gereken su miktar1 formiil 3.1 yardimiyla hesaplanmistir. Piiskiirtme
yoluyla su eklemesi yapildiktan sonra kapali ve hava sizdirmaz kaplarda 24 saat siireyle

nem iceriginin dengelenmesi saglanmistir.

Enzim muamelesi: Hashas tohumlarinin boyutlar1 oldukca kiiciik oldugu icin 6n
oglitme veya kirma islemine gerek goriillmemistir. Hemiseliilaz (60 U/g tohum) ve Proteaz
(0.012 U/g tohum) enzimleri her bir tekerriirde 1:1 w/w (tohum:enzim) oraninda

kullanilmistir. Her tekerriir i¢in gereken enzim miktar tartilarak 600 mL tampon ¢ozelti
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(0.1 M Na,PO; + 0.1 M sitrik asit, pH 6.0) icerisinde c¢oOziindiiriilmiigtiir. Enzim
solusyonlar1 yayvan ve derin kap igerisinde tohumlar iizerine eklenerek etkili sekilde
karistirma ve homojen dagilim saglanmigstir. Etiiv icerisinde 60 °C sicaklikta 4 saat siireyle
inkiibasyon uygulanmistir. Enzim inaktivasyonu igin etiivde 100 °C’de 2 saat siire ile
tutulan tohumlarin sogumalarinin ardindan son nem seviyeleri belirlenmistir. Tavlama i¢in
gereken su miktar1 hesaplandiktan (3.1) sonra agzi kapakli ve hava sizdirmaz kaplara
alman tohumlar iizerine su piskiirtiilmek suretiyle eklenerek, 24 saat silireyle nem

dengelemesi yapilmistir.

Hashas yag1 eldesi: Hashas yaglarinin elde edilmesinde laboratuar tipi soguk pres
(Kogmaksan ESM 3710, izmir, Tiirkiye) makinast kullamlmistir (sekil 3.2.). On
denemelerde belirlenen parametreler olarak 10 mm ¢apli ¢ikis ucu, 20 rpm vida doniis hizi
ve 40 °C sabit ¢ikis sicakliglt uygulanmistir. Her tekerriir tiretimi sonrasinda elde edilen
yaglar, icerisinde bulunabilen kati safsizliklarin giderilmesi amaciyla filtreden (Miroil)
stiziilerek, temiz pet siselere alinmis, tartim ve etiketleme yapilmistir. 2 tekerriirde toplam
18 yag ornegi elde edilmistir. Soguk pres makinasindan alinan 18 farkli yagl hashas keki
(kiispe) blendirdan gegirilerek temel analizler i¢in 6rnek alinmistir. Kalan kekler uygun
ambalaj malzemesi ile paketlenip etiketlenmis ve -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.2. Calismada kullanilan laboratuar tipi soguk pres makinasi
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3.2.3. Yagh hashas keklerinde yapilan analizler

Elde edilen yagli hashas keklerinde asagida belirtilen temel analizler yapilmistir.

Nem miktari (%): Analiz OHAUS MB45 hizli nem tayin cihaz1 kullanilarak (107
°C, 1 g o6rnek, 30 dk) gergeklestirilmistir (Aydeniz ve ark., 2014).

Yag miktar1 (%): Otomatik Soxhelet ekstraktdr cihaziyla AOAC 920.39 metoduna
gore yapilmistir (AOAC, 2002).

Kiil miktar1 (%): AOCS Ba 5a-49 metodu (AOCS, 1984) kullanilmstir.

Ham protein (%): Kheldal yontemi ile AOCS Aa 5-38 (AOCS, 1984)’na gore

Olciilmiistiir.

3.2.4. Yag verimi ve sediment miktarinin hesaplanmasi

Elde edilen soguk pres hashas yaglar1 15 giin boyunca sicakligin 15 °C’yi
gegmeyecegi serin ve 151k gormeyen bir ortamda bekletilerek kati safsizliklarin ¢okelmesi
ve dogal yolla dekantasyon islemi gerceklesmesi saglanmistir. Deli ve ark. (2011)’na gore,
dekantasyon isleminden sonra elde edilen berrak hashag yag miktarinin, tekerriir
tiretiminde kullanilan tohum miktarina oranlanmasi ile yag verimi yiizde olarak tespit

edilmistir (3.2).

Yag verimi (%)= (m;/m;) x 100 3.2)
m;: Elde edilen yag miktar1 (g)

my: Preslenen tohum miktari (g)

Yag Orneklerinin sediment miktarlar1 (%), bazi modifikasyonlar uygulanarak
Pradhan ve ark. (2011) tarafindan tarif edilen metod ile belirlenmistir. 5 mL hashas yag1
daras1 alinan Whatman no 41 filtre kagidindan 4 saat siireyle siiziilmeye birakilmigtir.
Siiziilme isleminden sonra 2’ser kez 10 mL hekzan ile filtre kagitlar1 yikanmig ve 70 °C
sicaklikta 1 saat siireyle etiivde kurutulmustur. Yag kalma ihtimaline kars1 3’er kez 15 mL
dietileter kullanilarak tekrar yikama yapilmis ve oda sicakliginda kurutularak son tartimlari

alimmustir. Formiil (3.2) yardimiyla sediment igerikleri hesaplanmaistir.

Sediment igerigi (%)= (A-B)/C x 100 3.3)
A: Sediment ve kagidin son tartimi1

B: Kagidin baslangic agirlig

C: Ornek miktari
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3.2.5. Hashas yaglarinin fiziksel analizleri

Kirllma indisi: Kirilma indisi tayini Abbe 5 (Bellingham and Stanley, ingiltere)
refraktometresi ile yapilmistir. Once 20 °C’de saf su kullamlarak refraktometrenin
kalibrasyonu yapilmistir (nD 20°C=1.333). Refraktometrenin iki prizmasi arasina yag
ornegi koyulmus ve kirilma indisi virgiilden sonra dordiincii haneye kadar okunmustur

(Nas ve ark., 2001).

Viskozite: Belirli miktarda yag (7.5 mL) almarak Brookfield DV-II+Pro
(Massachusetts, ABD) viskozimetre cihazi ile 18 numarali standart mil (spindle) ve 50 rpm

sabit hiz kullanilmak suretiyle viskozite degerleri 25 °C’de centipoise (cP) birimi ile tespit

edilmistir (Aydeniz ve ark., 2014).

Renk olgiimii: Minolta CR-300 Reflektans kolorimetresi (Osaka, Japonya)
kullanilarak CIE’ in renk 6l¢iim sistemine gore L, a* ve b* degerleri belirlenmistir. CIE
sisteminde L = 0 (siyah), L = 100 (beyaz), a* degeri (+a* = kirmizi, -a* = yesil) ve b*

degeri (+b* = sar1, -b* = mavi) olarak ol¢giilmektedir (Pagliarini ve Rastelli, 1994).

Tiirbidite (bulamklk) degeri: Hashas yaglarinda bulaniklik degerleri Hach 2100
AN laboratuvar tipi tiirbidimetre (ABD) ile o6l¢iilmiistiir. Olgiimler cihazin kullanim
talimatina gore yapilmustir. Cihazin kalibrasyonu i¢in 1000, 10 ve 0.2 NTU degerinde
referans sivilar1 kullanilmistir. Biitiin okumalar sabit oda sicakliginda (25 °C) yapilmistir

(Aydeniz ve ark., 2014).

Ozgiil agirhk (yogunluk): Yogunluk analizi yag piknometresi ile AOCS Cc 10c-95
resmi metoduna (AOCS, 1984) gore yapilmustir.

3.2.6. Hashas yaglarimin kimyasal analizleri

Serbest yag asitligi: AOCS’nin Ca 5a-40 resmi metodu (AOCS, 1984)
kullanilmistir. 2 g yag 6rnegi 0.01 g duyarlilikta tartilarak iizerine 50 mL etil alkol-dietil
eter karisimi eklenmigstir. Cozelti lizerine birkag damla fenol fitaleyn indikatorii
eklendikten sonra 0.1 N sodyum hidroksit (NaOH) ile pembe renk olusuncaya kadar titre
edilmistir. Harcanan 0.1 N NaOH kaydedilmistir. Serbest yag asitligi ylizde olarak linoleik

asit cinsinden formiil 3.4 yardimiyla hesaplanmaistir.

Serbest asitlik (%, linoleik asit cinsinden) = (V/m) % 0.0282 x 100 (34
V: Harcanan 0.1 N NaOH miktar1

m: Ornek miktari
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0.0282: 1 mL 0.1 N NaOH’e esdeger linoleik asit (g)

Peroksit sayisi: Peroksit sayisi, analiz sartlarinda potasyum iyodiirii oksitleyen 1 kg
yagdaki aktif oksijenin miliekivalan gram olarak ifadesidir. Deneyin prensibi asetik asit ve
kloroform karisimi i¢inde c¢oziilmiis numunenin igersindeki iyodun, potasyum iyodiir
cozeltisi ile reaksiyon sonucu agiga ¢ikmasi ve ayarli sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi ile
titrasyon sonucunda miktarin belirlenmesidir. AOCS’nin Cd 8-53 resmi metodu (AOCS,
1984) kullanilmistir. 2 g yag 6rnegi 0.01 g duyarlilikta tartilarak iizerine 10 mL kloroform
ve 15 mL glasiyel asetik asit eklenmistir. 1 mL potasyum iyodiir ¢ozeltisi eklenerek 1 dk
calkalanmis ve 151ksiz ortamda 5 dk bekletilmistir. Yaklagik 75 ml saf su ilave edilerek %
0.5’lik 1 mL nisasta ¢ozeltisi indikator olarak damlatilmis ve agiga ¢ikan iyot 0.1 N
sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Harcanan miktar kaydedilerek formdiil (3.5)

yardimiyla hesaplamalar yapilmistir.

Peroksit Sayis1 (miliekivalan O/kg) = (V1-Vy) x N x 1000 / m 3.5
Vo: Tanik deney i¢in harcanan sodyum tiyostilfat ¢dzeltisinin hacmi (mL)

Vi: Numune i¢in harcanan sodyum tiyosiilfat ¢dzeltisinin hacmi (mL)

N: Sodyum tiyosiilfat ¢dzeltisinin tam normalitesi

m: Deney numunesinin kiitlesi (g)

fyot sayisi: 100 g bitkisel yagin baglayabilecegi iyot miktarinin 6l¢iisiidiir. Deneyin
prensibi deney numunesinin ¢oziilmesi ve Wijs reaktifinin ilave edilmesinden belirli bir
slire sonra potasyum iyodiir ve su ilavesi ile aciga ¢ikan iyodun sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi
ile titre edilmesidir. AOCS’ nin resmi Cd 1-25 metodu (AOCS, 1984) kullanilmistir. Sicak
su banyosunda 65 - 70 °C sicakliga ulasan yag Orneginden 1 g yag numunesi 0.01 g
duyarhilikla tartilarak, 25 ml Wijs reaktifi ilave edilmis ve 16 saat siireyle 151ks1z ortamda
reaksiyon i¢in bekletilmistir. Siire sonunda 20 mL potasyum iyodiir ¢ézeltisi ve 150 mL saf
su ilave edilerek, birka¢ damla nisasta ¢ozeltisi esliginde 0.1 N sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi
ile titrasyon yapilmigtir. Harcanan miktar kaydedilerek formiil (3.6) yardimiyla

hesaplamalar yapilmistir.

Iyot say1s1 (g/100g) = 12.69 x C x (V;-V2) / m 3.6)
C: Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin konsantrasyon degeri (mol/L)
V : Tanik deney i¢in harcanan sodyum tiyosiilfat ¢dzeltisinin hacmi (mL)

V, : Numune i¢in harcanan sodyum tiyosiilfat ¢dzeltisinin hacmi (mL)
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m : Deney numunesinin kiitlesi (g)

12.69: 1 L 0.1 N sodyum tiyosiilfat tarafindan baglanan iyot agirlig1 (g)

Sabunlasma sayisi: Belirli sartlar altinda 1 g yag Ornegini sabunlastirmak igin
gerekli olan potasyum hidroksitin miligram sayisidir. Numunenin geri sogutuculu bir
diizenekte etanollii potasyum hidroksit cozeltisi ile kaynatilmasi ve fazla potasyum
hidroksitin ayarli hidroklorik asit c¢ozeltisi ile titrasyonu ve titrasyonda sarfedilen
hidroklorik asitin belirlenmesine dayanir. AOCS’nin resmi Tl 1a-64 metodu (AOCS, 1984)
kullanilmistir. 2 g yag 6rnegi 0.01 g duyarlilikla tartilarak tizerine 25 ml etanollii potasyum
hidroksit ve birka¢ kaynama tasi ilave edilmistir. 60 dk silireyle kaynama saglanarak
sabunlastirma islemi gerceklestirilmistir. Sicak ¢ozeltiye 1 mL fenolftalein indikatorii
damlatilarak 0.1 N HCl ile titrasyon yapilmis ve sarfiyat belirlenmistir. Sabunlasma sayis1

formiil 3.7 yardimiyla hesaplanmistir.

Sabunlagma sayis1 (mg KOH/g) = (V(-V;) x C x 56.1 / m 3.7
Vy: Tanik deney icin kullanilan HCI ¢6zeltisinin hacmi (mL)

Vi: Tayin i¢in kullanilan HCI ¢6zeltisinin hacmi (mL)

C: HCI ¢ozeltisinin konsantrasyonu (mol/L)

m: Deney numunesinin kiitlesi (g)

56.1: 1 L 1 N KOH ¢ozeltisi igierisinde bulunan KOH miktari (g)

Sabunlasmayan madde miktari: Sabunlagsmayan madde miktarmin belirlenmesi
analizi Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhigi Canakkale 11 Gida Kontrol Laboratuar
Midirligiinden hizmet alim1 yoluyla saglanmistir. Analiz i¢in TS 7570 EN ISO 3596
metodu kullanilmistir (TSE, 2002). Analiz metodu geregince 2 - 2.5 g 6rnek 0.001 g
duyarlikla 250 mL’lik bir erlene tartilarak, tizerine 25 mL % 95’lik (v/v) etanol ve 1.5 mL
derisik KOH ¢ozeltisi ilave edilir. Erlen igerigi, geri sogutucu diizeneginde 1 saat siire ile
yavasca kaynatilarak sabunlagtirilir. Siire sonunda 6rnek sogumadan 500 mL’ lik bir
ayirma hunisine aktarilir. Erlen birka¢ defa 50 mL distile su ile yikanir. Yikama sular da
ayirma hunisine eklenir. Erlen birkag¢ defa da toplam 50 mL eterle yikanarak, toplanan eter
de ayirma hunisine eklenir. Ayirma hunisinin kapagi kapatilarak kuvvetle calkalanir ve
fazlarin ayrilmasi i¢in bekletilir. Birinci ayirma hunisinin ucu eterle yikanarak eter ikinci
ayirma hunisine eklenir. Icinde 20 mL su ve eter ekstraktlar1 bulunan ayirma hunisi, fazla
calkalanmadan dondiiriiliir (fazla ¢alkalama bu sathada istenmeyen emiilsiyona sebep

olabilir). Fazin ayrilmasi i¢in bekletilir ve su fazi akitilarak atilir. Eter fazi kuvvetle
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calkalamak sureti ile iki defa 20’ser mL distile su ile yikanir. Eter fazi daha sonra 0.5 N
KOH ¢ozeltisi ile ve arkasindan 20 mL distile su ile kuvvetlice ¢alkalanir. Bu islem 3 kez
tekrar edilir. KOH c¢ozeltisi ile ¢alkalama ve yikama sirasinda emiilsiyon meydana gelmesi
durumunda, su fazi miimkiin oldugunca akitilir. Emiilsiye bdlgenin hunide kalmasina
dikkat edilir. Ugiincii KOH uygulamasindan sonra su ile yikama islemine gegilir. Yikama
suyunun kontrolii i¢in birka¢ damla fenol fitalein katilir ve alkalilik kayboluncaya kadar
(fenol fitaleinin rengi kayboluncaya kadar) yikama islemine devam edilir. Ayirma
hunisindeki eterli ¢ozelti bir kez daha dnceden darasi1 alinmis bir erlene aktarilir. Ayirma
hunisi eterle yikanir ve eter de erlene aktarilir. Erlen i¢indeki eter yaklasik 5 mL kalincaya
kadar buharlagtirilir. Eterin biiylik kism1 buharlastirildiktan sonra 2-3 mL aseton eklenir ve
buharlastirmaya devam edilir. 100 °C’deki etlivde sabit tartima gelinceye kadar kurutulur
ve desikatorde sogutularak tartilir. Erlen icerigi 2 mL eter ilavesi ile ¢oziiliir ve fenol
fitaleyne kars1 notrallestirilmis etanolden 10 mL ilave edilir. 0.1 N alkollii KOH ile pembe
renk olusana kadar titre edilir. Analiz esnasinda yag O0rnegi olmaksizin sadece reaktifler
kullanilarak tanik deney de yapilir ve kalinti miktar1 tespit edilir. Numunedeki

sabunlasmayan madde miktar kiitlece yiizde olarak asagidaki formiilden (3.8) bulunur.

Sabunlagmayan maddeler % (m/m) = (m; — m; — 0.0282 V —m3 / m) x 100 (3.8)
m: Deney numunesinin kiitlesi (g)

m;: Buharlastirma kabinin (erlenin) darasi (g)

m,: Buharlastirma kabi (erlen) ve kalintinin kiitlesi (g)

V: Titrasyonda harcanan 0.1 N etanollii KOH veya NaOH ¢ozeltisinin hacmi (mL)
mj: Tanik deneyde bulunan kalintinin kiitlesi (g)

0.0282: 1 mL 0.1 N KOH’e esdeger oleik asit (g)

Not: Renksiz kalintinin kirilma indisi, 20°C” de 1.500° den az olmamalidir.

Toplam fenolik madde analizi: Yag Orneklerinden fenolik maddelerin
ekstraksiyonu Papoti ve Tsimidou (2009) tarafindan uygulanan metoda gore yapilmistir.
Bu amagla 1 g yag numunesi 5 mL hekzan ve 5 mL metanol:su (60:40, v/v) ile
karigtirllarak 1 dk c¢alkalanmistir. Sonrasinda 3500 rpm hizla 10 dk (4 °C) santrifiij
edilmistir. Alt kisitmda toplanan berrak faz ekstrakt olarak elde edilmistir. Toplam fenolik
madde analizi Folin metoduna gore yapilmistir. 250 pL ekstrakt alinarak, iizerine 500 pL
(1/10) Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. Karigim iizerine 6 mL distile su eklenerek

kuvvetlice vortexlenmis, daha sonra 2 mL Na,COj ¢ozeltisi (% 15 w/w) de ilave edilerek 2
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dk daha kuvvetlice vortexlenmistir. Son hacim 10 mL' ye tamamlandiktan sonra 1s1ksiz
ortamda oda sicakliginda 2 saat bekletilerek, absorbans okumalar1 750 nm dalga boyunda
Agilent 8453 UV-Visible Spektrofotometre (Waldbrann, Almanya) ile gergeklestirilmistir.
Hazirlanan gallik asit (GA) standart egrisi (R?=0,997) iizerinden hesaplamalar yapilarak,
toplam fenolik madde igerigi mg GA g ekstrakt olarak ifade edilmistir.

Gallik Asit Standart Egrisi
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’ __m=T8a71
0,1 I o
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0,02
0
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Gallik asit (g 100 pl)

Sekil 3.3. Gallik asit standart egrisi

Antioksidan kapasite 6lciimii: Hashas yag1 6rneklerinin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla TEAC yontemi kullanilmistir. Toplam fenolik madde tayini i¢in
hazirlanan ekstraktlardan antioksidan kapasite dl¢iimlerinde de yararlanilmistir. Orneklerin
antioksidan  kapasitesini  belirlemek  amaciyla ~ ABTS  (2,2'-Azino-bis  3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) c¢ozeltisine ii¢ farkli hacimde o6rnek ekstrakti
eklendikten sonra 6 dakika boyunca c¢ozelti renginde meydana gelen azalma
spektrofotometrik (Agilent 8453 UV-Visible Spektrofotometre - Waldbrann, Almanya)
olarak 734 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve bu siire sonunda okunan absorbans degeri
kaydedilerek yiizde inhibisyon orami hesaplanmistir. Belirlenen bu inhibisyon degerleri
kullanilarak, daha onceden ¢izilmis olan Trolox standart egrisi (Sekil 3.4.) yardimiyla
hashas yaglarinin TEAC degerleri (milimol TE/100 g) olarak hesaplanmistir (Re ve ark.,
1999).
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3.2.7. Hashas yaglarinin bilesen analizleri

Tokoferol kompoziyonun belirlenmesi: Tokoferol kompozisyonun belirlenmesi
analizi TUBITAK-Marmara Gida Enstitiisiinden hizmet alim1 yoluyla gerceklestirilmistir.
Analizde ISO 9936:2006 metodu (ISO, 2006) kullanilmistir.

Trolox Standart Egrisi
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Sekil 3.4. Trolox standart egrisi

Metoda gore 0.1 g yag ornegi 10 mL kapasiteli tiip igersine tartilarak 10 mL heptan
eklenmis ve 10 dk vortekslenmistir. Tiip icerigi 0.45 pm’lik filtreden siiziilerek viallere
alinmistir. Elde edilen ekstraktin tokoferol kompoziyonu HPLC cihazi ile belirlenmistir.
Cihaz sartlari: kolon; 5 pm LiCrosorb Si60 25 cm x 4.6 mm i.d, detektor; floresans
detektor, mobil faz; % 3.6 (volume fraction) THF (in n-heptane), akis hizi; 1 mL/dk,
sicaklik; 25°C, dalga boyu; uyarim (excitation): 270 nm ve yaymm (emission): 310 nm.

Kantitasyon standartlara gore yapilmis ve sonuglar mg tokol/100 g yag olarak verilmistir.

Sterol kompozisyonunun belirlenmesi: Sterol kompozisyonlarinin belirlenmesi
icin Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Canakkale il Gida Kontrol Laboratuar
Midiirliglinden hizmet alimi yapilmistir. Analizlerde, TSE EN ISO 12228 (TSE, 1999)
metodu kullanilarak uygulanmistir. Metod geregince 6ncelikle sabunlasmayan maddelerin
hazirlanmas1 i¢in 500 pL’lik enjektor kullanarak 250 mL’lik balona, numunenin sterol
iceriginin yaklasik % 10’u kadar % 0.2’lik a-kolestanol ilave edilmistir. Azot gazi altinda
ucurularak nemi alinmis, filtre edilmis numuneden balona tam 5 g tartilmigtir. 50 mL 2 N

etanolik potasyum hidroksit cozeltisi ilave edilmis ve geri sogutucuya takilmistir.
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Sabunlagma ger¢eklesene kadar (¢ozelti berrak hale gelene kadar) mantolu 1siticida
karigtirilarak 1sitilmistir. Isitmaya 20 dk daha devam edilmis ve sonra geri sogutucunun
tizerinden 50 mL saf su ilave edilip, sogutucu baslik ¢ikarilmis ve balonun yaklasik 30
°C’ye sogumasi i¢in bekletilmistir. Balon icerigi birka¢ defa saf suyla calkalanarak 500
mL’lik ayirma hunisine dikkatlice aktarilmistir. Kullanilan saf su toplam 50 mL olmalidir.
Yaklasik 80 mL dietil eter ilave edildikten sonra 60 saniye kadar gili¢lii bir sekilde
calkalanip faz ayrimi i¢in bekletilmistir. Alt faz1 ayirmak i¢in ikinci bir ayirma hunisi
kullanilmistir. Ust fazdan her sefer 60 - 70 mL dietil eter kullanilarak ayni sekilde iki
ekstraksiyon daha yapilmistir. Ug eter ekstrakti tek bir ayirma hunisinde toplanmis ve
yikama suyu nétr bir reaksiyon verene kadar (fenol fitaleyn indikatorliigiinde) her seferde
50 mL saf su ile yikanmistir. Yikama islemlerinden sonra eter fazi susuz sodyum siilfat ile
filtre edilerek, daras1 alinmis 250 mL’lik silifli balona siiziilmiistiir. Huni az miktarda dietil
eter ile yitkanmistir. Birkag mL dietil eter kalincaya kadar 30 °C sicaklikta vakumlu doner
buharlastiricida ugurulmustur. 5 mL aseton eklendikten sonra ugucu solventler hafif bir
vakum altinda veya bir azot akimi ile kuru hale getirilmis, kurutmaya 103+2 °C’deki

etiivde yaklasik 15 dk devam edilmis ve desikatdrde sogutulduktan sonra tartim alinmistir.

Sterol ve (Eritrodiol+Uvaol) Fraksiyonlarinin Ayrilmasi: Bazik plakalarin
hazirlanmasi icin silikajel plakalar1 yaklasik 4 cm yiikseklikte 0.2 N etanollii potasyum
hidroksit ¢ozeltisine 10 saniye siireyle tamamen daldirilip, sonra kurumasi i¢in kurutma
dolabinda iki saat birakilmistir. Son olarak 100 °C’deki etiivde 1 saat bekletilmistir.
Etlivden cikarildiktan sonra kullanilincaya kadar kalsiyum kloriir bulunan plaka rafinda
bekletilmistir. Bu sekilde bir isleme tabi tutulan plakalar 15 giin icerisinde kullanilmalidir.
Plakalar kullanilmadan 6nce 100 °C’lik etiivde 5-10 dk tutulabilir. 65:35 (v/v) hekzan/dietil
eter karigimi yiirlitme tanki igine yaklasik 1 cm yiikseklikte doldurulur. Yiirlitme tankinin
kapag1 kapatilir ve stvi-buhar dengesi olusmasi i¢in en az yarim saat kadar soguk ortamda
bekletilir. Yiiriitme tankinin i¢ yiizeyine c¢oOzeltiye batirilmis filtre kagidi seritleri
konulabilir. Bu islem, tasinma zamanini yaklasik iicte bir oraninda azaltir ve bilesenlerin
daha diizgiin ve belirgin bir sekilde ayrimini saglar. Sabunlagmayan maddelerin etil
asetatta yaklasik % 5’lik ¢ozeltisi hazirlanir. Cozelti, 100 pL’lik enjektor kullanilarak 300
pL’lik kismu silikajel plakaya, alt ucuna yaklasik 2 cm mesafede miimkiin oldugu kadar
ince ve diizgiin bir ¢izgi halinde verilmistir (damlaciklarin kii¢iik olmasina ve birbiriyle

karigsmayacak sekilde verilmesine dikkat edilmelidir). Kontrol i¢in plakanin bir ucuna,
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cizgi ile aym hizaya 2-3 pL referans ¢oOzeltisi damlatilmig, bdylece sterol ve

(Eritrodiol+Uvaol) band1 tasimadan sonra tanimlanabilmistir.

Plaka yiiritme tankina konulur. Ortam sicakligi 15-20 °C arasinda tutulmalidir.
Yiriitme tankinin kapagi derhal kapatilir ve numunenin tasinmasi iglemine plakanin {ist
kenarinin yaklasik 1 cm altma gelinceye kadar devam edilir. Islem sonunda tanktan
c¢ikarilan plaka kurumasi i¢in bir siire normal ortamda ya da sicak hava akiminda bekletilir.
Plakaya % 0.2’lik alkollii 2.7-dikloroflorosein ¢dzeltisi homojen sekilde piskiirtiiliir ve
hafifce kurutulur. UV 151k altinda plaka lizerinde, referans golge esas alinarak sterol ve
(Eritrodiol+Uvaol) bantlar1 sinirlart isaretlenir. Metal bir kazima spatulasi kullanarak
silikajel isaretlenmis alandan kazimnir. Kazman silikajel, igerisine silizge¢ kagidi
yerlestirilmis huniye konulur. 10 mL sicak etil asetat ilave edilir, spatula ile dikkatlice
karigtirtlir ve siiziintli darasi alinmig 50 mL’lik agzi silifli armudi balonda toplanir.
Hunideki kalint1 dietil eterle li¢ kez yikanarak (her sefer yaklasik 10 mL) siiziintii ayn1
balona toplanir. Siiziintii 4-5 mL kalincaya kadar donerli vakum buharlastiricida diistik
sicaklikta (40 °C’yi asmayacak sekilde) ugurulur. Kalan ¢ozelti kuru hale gelene kadar
hafif bir azot akimi altinda ugurulur. Birkag damla aseton kullanilarak kuruyana kadar
tekrar ugurulur ve agzi silifli armudi balonda kalan, sterol ve (Eritrodiol+Uvaol)

fraksiyonlari tartilir.

Kromotografik Sartlar: dedektor; FID, GC Kolonu; HP-5; 30 m x 0.320 mm x 0.25
um, Kolon Firin1 Sicakligi; 260+5 °C, enjeksiyon hacmi; 0.2 mikrolitre, inlet sicakligi;
280 - 300 °C, dedektor sicakligi; 280 - 300 °C, tasiyict gazin dogrusal ivmesi; hidrojen 30 -
50 cm/s, split; 1:50 - 1:100 aralig1, cihaz hassasiyeti; en diisiik degerin 4 ile 16 kati

arasinda, enjekte edilen madde miktari; trimetilsilil ester ¢ozeltisinin 0.5 - 1 pL’si.

Prosediir: 10 puL’lik mikro enjektor kullanarak 1 pL hekzan alinir, i¢ine 0.5 puL hava
cekilir ve bunu takiben drnekten 0.5 - 1 pL alinir. igneyi bosaltmak igin enjektdriin pistonu
kaldirilir. igne enjeksiyon {initesinin zarma batirilir ve 1-2 saniye sonra hizlica enjekte
edilir, 5 saniye kadar sonra igne yavasca c¢ikarilir. Otomatik enjeksiyon sistemi
kullanilabilir. Mevcut triterpen dialkollerin Trimetilsilil esterleri tamamen elde edilinceye

kadar isleme devam edilir. Baseline diiz olmalidir.

Her bir pikin tanimlanmasi; alikonma zamanlari ve ayni kosullar altinda analiz edilen
Trimetilsilil ester sterol ve triterpen dialkollerin karisimlarinin alikonma zamanlarinin

karsilagtirilmasiyla yapilir. Steroller ve (Eritrodiol+Uvaol) kromatogramda; kolesterol,
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brassikasterol, ergosterol, 24-metilen kolesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol,
A7-kampesterol, AS5.23-stigmastadienol, klerosterol, B-sistosterol, sitostanol,

A 5-avenasterol, A 5.24-stigmastadienol, A7-stigmasterol, A 7-avenasterol, eritrodiol ve

uvaol sirastyla alikonulur.

Miktarin hesaplanmasi: a-kolestanol ve sterol (Eritrodiol+Uvaol) pik alanlari
integrator kullanarak hesaplanir. Yukarida listelenenler arasinda bulunmayan bilesiklerin

pikleri goz oniinde bulundurulmaz. o-kolestanol i¢in tepki katsayisi 1°e esittir.

Her bir steroliin miktar1 formiil 3.9 yardimiyla asagidaki sekilde mg/kg 6rnek

cinsinden hesaplanir:

A xm x1000
A, xm (3.9)

sterol x =

Ax : Sterol x’in pik alant;
As : a-kolestanol pik alani
ms : Eklenen a-kolestanol kiitlesi (mg)

m : Saptama i¢in alinan numunenin kiitlesi (g)

Sonuglarin degerlendirilmesi: Her bir steroliin miktart mg/kg cinsinden ve toplamlari
da “toplam steroller” olarak kaydedilir. Kompozisyonun her bir sterolii ve eritrodiol+uvaol
degerleri 1 ondalik olarak verilir. Toplam sterol degeri ondaliksiz verilir. Her bir sterol

yiizdesi, ilgili pik alaninin sterollerin ve eritrodiol+uvaol toplam pik alanina oranindan

hesaplanir (3.10).

X

% sterol x = A x 100
DA

(3.10)
Ay : X’in pik alani

2A : Sterollerin toplam pik alan1

¥ Beta-sitosterol: A-5,23-stigmastadienol + klerosterol + beta-sitosterol + sitostanol
avenasterol + A-5,24-stigmastadienol Eritrodiol ve uvaol yiizdesi hesaplamasi formiil

(3.11) ile yapilmustir.

% (eritrodiol + uvaol) = Er+ Uv x100 3.11)
Er+Uv+ ZA

2 A: Sterollerin toplam pik alan1
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Er : Eritrodiol pik alani
Uv: Uvaol pik alanm

Yag asitleri kompozisyonunun belirlenmesi: Yag asitleri kompoziyonun
belirlenmesi analizi TS 4664 EN ISO 5508 - Hayvansal ve Bitkisel Kat1 ve Stv1 Yaglar-
Yag Asitleri Metil Esterlerinin Gaz Kromatografisiyle Analizi metodu (TSE, 1996) ile
Zeytinyag1 ve Pirina Yagi Numune Alma ve Analiz Metotlar1 Tebligi, Teblig No: 2010/36
(TGK, 2002) referans almarak Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Canakkale il Gida
Kontrol Laboratuarinda gerceklestirilmistir. Analiz i¢in yag Ornegi iyice karistirilarak
homojen hale getirilmis ve yaklasik 60 mg deney numunesi deney tiipiine hassas terazide
tartilmistir. Uzerine 10 mL n-Heptan ve 0.5 mL metanollii KOH ¢ozeltisi ilave edilir.
Tiipilin kapagi kapatilarak 30 sn siiresince kuvvetlice ¢alkalanir. Bir saat bekletildikten ya
da 4-5 dakika santrifijjlendikten sonra {listeki berrak kisim alimir. 2 mL’lik viallere
konularak enjeksiyona hazir hale getirilir. Kromotografik Sartlar: dedektor; FID, GC
kolonu; DB-23 (% 50 (Cyanopropyl)-methylpolysiloxane; 60 m x 0.25 mm x 0.25 pm,
kolon firim sicakligy; 130 °C-1 dk, 6.5 °C / dk. 170 °C’ye kadar, 2.75 °C / dk 215 °C’ye
kadar ve bu sicaklikta 12 dk, 40 °C / dk 230 °C’ye kadar ve bu sicaklikta 5 dk. Toplam
40.89 dakika programlanabilen kromotografi sartlarinda enjeksiyon hacmi; 0.2 mikrolitre,
inlet sicakligi; 250 °C, dedektor sicakligi; 280 °C, tasiyicr sicakligy; 1.7 mL/dk, split; 1/10
seklinde uygulanir. Standart egrinin hazirlanmasi i¢in mix. standart ¢ozeltisinden 100 mg
almir. 25 mL‘ye n-Heptan ile tamamlanir. Bu stok c¢ozelti 1/1, 1/2, 1/3 oranlarinda
seyreltilerek calisma cozeltileri hazirlanir. Mix. standart cihaza enjekte edilerek, standart
icinde yer alan tiim yag asidi standartlarinin tek tek gelis zamanlar tespit edilir ve standart
egride (kalibrasyon tablosunda) isimlendirilir. Her numune enjeksiyonundan 6nce mix.
standard1 verilerek standartlarin gelis zamanlar1 kontrol edilir. Numunedeki metil esterlerin
muhtevasi, karsilik geldigi pikin alaninin tiim pik alanlar1 toplamina olan oranina gore

kiitlece yiizdesel olarak ifade edilmistir.

3.2.8. Hashas yaglarinin aromatik bilesen analizleri

Hashag yag orneklerinde ugucu bilesen kompozisyonlarinin belirlenmesinde birkag
modifikasyon uygulanarak Krist ve ark. (2005) tarafindan uygulanan metot referans
alimmistir. Ugucu bilesenlerin elde edilmesinde kati faz mikro ekstraksiyon (SPME)
teknigi kullanilmistir. 5 mL yag 6rnegi aroma maddelerinin belirlenmesi i¢in 6zel renkli

siselere almmarak 40 °C’deki su banyosunda 20 dk bekletilmistir. Siire sonunda su
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banyosundan alinan Ornekler Tlzerine Supelco 57348, 2 cm, 50/30 im,
DVB/Carboxen/PDMS Stable-Flex fiber yerlestirilerek 20 dk boyunca aroma maddelerinin
fiberde tutunmasi saglanmistir. Ucucu bilesenler daha sonra GC-MS cihazinda nonpolar
HP5 MS kolon (30-m x 0.25-mm i.d. X0.25-um film kalinligi, J&W Scientific, Folsom,
CA) ile analiz edilmistir. GC-MS sistemi bir HP 6890 gaz kromotografisi ve 7895C kiitle
secici dedektoriinden (Agilent Technologies, Wilmington, DE, ABD) olusmaktadir. GC
firin sicakligi; 38 °C’de 1 dk bekleme, 5 °C/dk hizla 40 °C’den 220 °C’ye artis ve 220
°C’de 2 dk bekleme seklinde programlanmistir. Tasiyic1 gaz olarak helyum 1.2 mL/dk akis
hiziyla kullanilmistir. Kiitle secici dedektdr kosullar ise soyledir: kapiler direkt arayiiz
sicakligi, 280 °C; iyonizasyon enerjisi, 70 eV; kiitle araligi, 35 - 350 amu; tarama hizi, 4.45
scans/sn. Aroma bilesenlerinin tanimlanmasi i¢in bilinmeyen bilesenlerin kiitle spektralari,
National Institute of Standards and Technology (Nist, 2008), Wiley Registry of Mass
Spectral Data, 7th Edition (Wiley, 2005) veri bankalar1 ile karsilastirilmistir. Maddelerin
kantitasyonu, asagidaki esitlikte verilen formiile (3.11) gore hesaplanmistir (Avsar ve ark.,
2004). Metil pentanoik asit ve 2-metil-3-heptenon, asit ve notral-bazik karakterli bilesenler

olarak, analiz 6ncesinde orneklere i¢ standart (internal standard, IS) olarak eklenmistir.

Ortalama bilesen
Miktar1 (ug veya ng/kg ): (IS konsantrasyonu x bilesenin peak alani) / IS peak alan1  (3.12)

Tanimlanan ugucu bilesenlerin kovat indeksleri (RI) asagidaki formiil 3.13 ile
hesaplanmistir (Hiibschmann, 2009).

5] (X) (aromamaddesinin alikonma zamam) — ip (CK)(kﬁg’ik alkaninalikorma zarani)

Kovat index (RI) = 100 X C 0y i alcarun karh + 100X
(el alkanin karhon s3g1s1) tr (CB)pityiiic alkanin alikonma zamam) — YR (CK)xocnic atkanin al tkonma zamany) (3 1 3)

3.2.9. Hashas yaglarinin duyusal analizleri

Hashag yaglarinin duyusal analizlerinde “Lezzet Profil Analizi” (LPA)
uygulanmistir. Ayrica AOCS tarafindan yayimlanan AOCS Cg 2-83 kodlu metodu -
Bitkisel Yaglar i¢in Lezzet Panel Degerlendirmesi’ yonteminden de faydalanilmistir
(Meilgaard ve ark, 1991; Altug ve Elmaci, 2005; AOCS, 1984). Testler 9 adet egitimli
panelistle (5 bayan, 4 bay; yas aralig1 28 - 42) gerceklestirilmistir. Panelistlere en az 15
saat egitim verilmistir. Bir yuvarlak masa etrafinda 6nce panelistlere testin uygulanisi,
dikkat edilecek hususlar anlatilmig, daha sonra ¢ok farkli 6zelliklere sahip hashas yagi

ornekleri kullanilarak terminoloji gelistirilmistir. Panel liderinin moderatér oldugu
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oturumlarda, hashas yaglarin1 tanimlayacak ortak terminoloji ve bunlarin tanimlari
olusturulmustur. Daha sonraki oturumlarda 5 noktali skala (0-yok; 4-asir1) iizerinde tayin
edilen duyusal tanimlayici terimlerin siddetlerini dlgmeye yarayacak standart referans
materyalleri (gida maddeleri, kimyasal ¢ozeltiler ve diger materyaller) kullanilarak panel
egitimi minimum standart hata seviyesine kadar devam etmistir. Bu arastirmada kullanilan

duyusal tanimlayici terimler ve kullanilan referans maddeleri ¢izelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Haghas yagi LPA icin kullanilan tanimlayici terimler ve referans alinan standartlar

Tammlayici terim Referans standart
Hashasimsi Hashags ezmesi
Kavrulmusg Kizarmig ekmek
Findigims1 I¢ findik

Samansi Kuru saman
Buruk % 0.1 lik sap ¢ozeltisi
Mumsu Erimis parafin
Mayamst Yas ekmek mayasi
Baharathi Aci1 biber, karanfil, nane karisimi
Toprak Islak toprak
Act % 0.05’ lik kafein ¢ozeltisi
Tatl aromatik Bal kokusu
Yakicilik Yutmadan 30 sn sonraki yakicilik

Her bir oturumda panelistlere 3 rakamla kodlanmig 3 adet farkli 6rnek distii
kapatilmig cam bardaklarda sunulmustur. Analizler 3 tekerriir olarak yapilmistir. Haghag
yag1 ornekleri panelistlere oda sicakliginda (25 °C) sunulmustur. Orneklerle beraber
panelistlerin duyularini dinlendirmeleri ve tazelemeleri i¢in; su, tuzsuz kraker ve bir dilim
elma ile tiikiirme kab1 verilmistir. Ornek sunumu rastgele diizende yapilmistir. Panelin

hashas LPA testinde kullandig1 skala sekil 3.3’de gosterilmistir.

3.2.10. Hashas Yaglarinin Tiiketici Testleri

Haghas yag Orneklerinin goriiniis, renk, tat, koku gibi ozelliklerinin tiiketiciler
tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla tiiketici testleri yapilmigtir. Bu amagla 5-noktali
hedonik skala (1- “hi¢ begenmedim”, 5- “¢cok begendim”) kullanilmistir (sekil 3.6.). Ofis 8,
ofis 3 ve ofis 4 cesitlerine ait kontrol, kavrulmus ve enzim grubu 6rneklerinden herhangi
tic adedi segilerek bir grup yapilmis ve her 6rnek grubunu 50 goniillii katilimcinin test
etmesi saglanmigtir. Katilimeilar tiniversitemiz ve boliim calisanlarimiz ile 6grencilerden

olusmaktadir.
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Ornek No: Tarih: Yas: Cinsiyet: K E

Yok Hafif Orta Cok Asir

Tanmimlayici terim
0 1 2 3 4

Hashasimsi

Kavrulmus

Findigimsi

Samansi

Buruk

Mumsu

Mayamsi

Baharath

Toprak

Ac1

Tatli aromatik

Yakici

Diger

Sekil 3.5. Hashas yagi1 LPA i¢in kullanilan 6l¢iim skalast

Kod: Cinsiyet: Yag:

Yukarnda kodu yazili Grine ait bazi dzellikler, sol tarafta siralanmistir, LOtfen bu dzelliklerin her
birine zit hissettidiniz yanitiigaretleyiniz.

Hig &7 Me begendim ne Bedendim Cok begendim
begenmedim | begendim begenmedim (4

(5)
(1) (2)
(3)

Giriiniis

Renk

Koku

Lezzet

Sekil 3.6. Tiiketici testine ait duyusal sakala
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Hedonik skalalardan elde edilen verilerin ortalamalart hesaplanmistir. Analiz
sonucunda her tohum ¢esidine uygulanan muamele gruplarindan bir tanesi tiiketicilerden
en yliksek hedonik skoru almis olup, baz olarak se¢ilmistir. Her ¢esitten en yiiksek skor
degerini alarak secilen 3 6rnek {i¢ haneli bir kodlama yapilan cam bardaklara konulmus ve
150 farkl tiiketiciye tadim testi yapilmistir. Tadim testi sirasinda tiiketicilerden kodlanmis
ornekleri oncelikle gorsel olarak test etmeleri, sonra koklamalar1 ve son olarak bir kasik
alarak agizda gezdirmeleri ve yutmalar1 istenmistir. En fazla begenilen yag 6rnegine ait

kod isaretlenmis ve her ii¢ 6rnek i¢in tiiketici begeni ylizdeleri hesaplanmistir.

3.2.11. Pres kekinden yagin uzaklastirilmasi ve yagsiz un eldesi

Soguk pres sonucunda toplam 9 farkli (3 ¢esit x 3 On islem) yagh hashas keki
orneginde kalan yagin uzaklastirilmasi icin baz1 modifikasyonlar yapilarak Manamperi ve
ark. (2007) ile Onsaard ve ark. (2010) tarafindan uygulanan metotlar esas alinmigtir. Kekte
kalan yag miktarinin azaltilmasi1 amaciyla; her un 6rnegi 1:2 (w/v) oraninda hekzan ile tiger
kez muamele edilmis, her ekstraksiyon asamasinda 150 rpm devir hiz1 ile 1 saat siireyle
calkalama gerceklestirilmistir. Islem sonucunda siizme islemi yapilarak yagl hekzan fazi
ayrilmis ve kek ceker ocak altinda 24 saat siireyle birakilarak solventin dogal hava akimi
ile ugmasi saglanmistir. Kuruyan ornekler blendir ile 75 meshlik elekten gececek seviye
kadar ogiitiilmiistiir. Etiketlenen ve ambalajlanan yagsiz un Ornekleri analize alinincaya

kadar -20 °C de saklanmustir.

3.2.12. Yagsiz hashas unlarinin temel analizleri

Elde edilen yagsiz hashas unu 6rneginde asagidaki analizler gergeklestirilmistir;

Nem miktarinin tespiti (%): Analiz OHAUS-IR MB45 hizli nem tayin cihazi
kullanilarak (107 °C, 1 g 6rnek, 30 dk) gerceklestirilmistir (Aydeniz ve ark., 2014).

Yag miktarimin tespiti (%): Otomatik Soxhelet ekstraktor cihazi ile AOAC 920.39
.metoduna gore yapilmistir (AOAC, 2002).

Protein miktarinin tespiti (%): Kjheldal yontemi ile Aa 5-38 metoduna (AOCS,
1984) gore yapilmistir.

Kiil miktarinin tespiti (%): AOCS Ba 5a-49 metoduna (AOCS, 1984) gore
yapilmistir.
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Fitik asit miktarinin tespiti: Yagsiz hashas unu 6rneklerinde fitik asit miktarlarinin
tespiti AOAC Official Method 986.11 (AOAC, 1986) adapte edilerek gergeklestirilmistir.
2 g ornek 40 mL % 2.4°lik HCI ¢ozeltisi ile 150 rpm devirde 25 °C sicaklikta 3 saat siireyle
calkalanmis ve Whatman No.l filtre kagidindan siiziilerek ekstraktlar hazirlanmistir.
Dowex® AGIx4 chloride resin (100 - 200 pm) kullanilarak ion-exchange kolon
hazirlanmig ve 1/1 oraninda Na,EDTA-NaOH eklenen ekstrakt 25 mL’ye seyreltilerek
analiz protokoliine gére kolondan gegcirilmistir. Ornek igerisinde bulunan fitatlar 0.7 M
NaCl ¢ozeltisi kullanilarak kolonda tutulmus, erlene alinan fitat iceren siiziintiiye derisik
olarak 0.5 mL H,SO4s+3 mL HNO; eklenerek Kjeldahl yakma {intesinde sar1 buhar
olusumu gozleninceye kadar yas yakma uygulanmistir. Elde edilen fitat tuzlar tizerine 10
mL distile su eklenerek 100 °C’de su banyosunda yaklasik 10 dk bekletilmis ve fitat
tuzlarinin ¢oziinmesi saglanmistir. Fitat ekstraktlar iizerine 2 mL molybdate soliisyonu ve
1 mL sulfonik asit eklenerek distile su ile 25 mL’ye tamamlanmig ve 15 dk sonunda
reaksiyon tamamlaninca 640 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Agilent 8453 UV-
Visible Spektrofotometre - Waldbrann, Almanya) okumalar yapilmistir. Potasyum asit
fosfat kullanilarak elde edilen fosfat standart kurvesinden “ortalama K degeri

hesaplanarak, 6rneklerdeki fitik asit miktarlari formiil (3.14) yardimiyla belirlenmistir.

Fitat (mg/g) = (“Ortalama K’ x A x 20) / (0.282 x 1000) 3.14)
A: O6rnegin absorbans degeri

“Ortalama K: standart P (ug) / A / n (standartlar)

Fitat: % 28.2 P

Tanen iceriginin tespiti: Yagsiz hashas unu 6rneklerinin kondanse tanen igerikleri
Hagerman (2002) tarafindan tarif edilen vanillin metodu kullanilarak Price ve ark.
(1978)’na gore belirlenmistir. 0.5 g yagsiz un 6rnegi 10 mL methanol ile 30 dk siireyle oda
sicakliginda calkalanarak (150 rpm) kondanse tanenlerin ekstraksiyonu saglanmis,
sonrasinda ise 2291xg’ de 10 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Her 6rnek i¢in tiiplere 5’er
mL ekstrakt alinirken, bir tiip seti de kor igin hazirlanmustir. Ornek ve kér tiiplerine 5’er
mL % 1’lik vanilya (% 8°lik HCI ile hazirlanmis) ¢ozeltisi 1’er dk araliklarla eklenmis,
sonrasinda tiiplere yine 1’er dk araliklarla % 4’lik HCI ilave edilerek 30 °C’de su
banyosunda (karanlik ortamda) 20 dk bekletilmistir. Siire sonunda 6rnek ve korlere ait

absorbans degerleri 500 nm’de spektrofotometrede (Agilent 8453 UV-Visible
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Spektrofotometre - Waldbrann, Almanya) okunmustur. Standart olarak katesin kullanilarak

kurve olusturulmus ve kondanse tanen igerikleri katesin esdegeri olarak belirlenmistir.

Renk ol¢iimii: Minolta CR-300 Reflektans kolorimetresi (Osaka, Japonya)
kullanilmis ve renk oOl¢iimiinde CIE’ in sistemi kullanilarak L, a* ve b* degerleri

belirlenmigtir (Pagliarini ve Rastelli, 1994).

y =0,1077x+0,0155
R?=0,991
0,25

0,2

0,15 /
0,1 /
0,05

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Absorhans

Katesin konstrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.7. Katesin standart egrisi

Vizkozitenin belirlenmesi: Khalid ve ark. (2003) tarafindan uygulanan metoda gore
yagsiz hashas unu ile % 20’lik 6rnek dispersiyonlar1 hazirlanmis ve pH degerleri 1 N HCI
veya 1 N NaOH kullanilarak 7.0 olarak ayarlanmistir. 1 dk vorteksleme sonucunda oda
sicakliginda Brookfield viskozimetre-model DV II+Pro (Rheocalc software) kullanilarak

spindle No. 34 yardimiyla goriiniir vizkozite degerleri cP olarak belirlenmistir.

Mineral madde iceriklerinin belirlenmesi: Yagsiz hashas unu érneklerinin mineral
madde analizleri ICP-MS cihaz1 kullanilarak, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim
ve Teknoloji Uygulama ve Aragtirma Merkezi laboratuvarinda hizmet alimi yoluyla
gerceklestirilmistir. Cihaza enjeksiyon Oncesinde, orneklere yas yakma uygulanmistir. Bu
amagla 0.5 g ornek tartilmis ve her bir 6rnek i¢in yaklasik 100 mL nitrik asit kullanilarak
hot plate iizerinde kademeli 1s1 artiglari ile (90 °C - 30 dk, 100 °C - 30 dk, 150 °C - 30 dk,
200 °C - 30 dk, 300 °C berrak renk olusana kadar) kontrollii bir yakma islemi
uygulanmistir. Sonrasinda elde edilen ornek distile su ile 25 mL’e seyreltilmistir. Perkin
Elmer Optical Emission Spectrometer Optima 8000-Perkin Elmer S10 autosampler (ABD)

ile okumalar yapilmistir.
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3.2.13.Yagsiz hashas unlarinin fonksiyonellik testleri

Su baglama kapasitesi: Moure ve ark. (2002) ile Manamperi ve ark. (2007)
tarafindan uygulanan metotlar esas alinarak; dara agirligi kaydedilen falkon tiiplere 5 g
ornek tartilmis ve lizerine 20 mL distile su eklenmistir. 1 N HCI veya 1 N NaOH
kullanilarak orneklerin pH degerleri 7.0 olarak ayarlanmistir. 1’er dk vorteksleme
uygulandiktan sonra Ornekler oda sicakliginda 30 dk bekletilmis, 2291 x g’de 15 dk
sanrifiijlenmistir. Supernatant kismi atilarak, tiipler ters c¢evrilmis ve kalan sivinin
giderilmesi i¢in 30 dk bekletilmis, sonrasinda ise tartim alinmistir. Absorbe edilen su
miktari; ilk agirlik ile son agirlik arasindaki farkin 6rnek miktarina oranlanmasi ile tespit

edilmis ve su baglama kapasitesi g su/g un olarak ifade edilmistir.

Yag baglama kapasitesi: Manamperi ve ark. (2007) tarafindan uygulanan protokole
gore 2 g yagsiz un, dara agirlig1 kaydedilen falkon tiiplere tartilarak {izerine 10 mL ayg¢igcek
yag1 eklenmis, 1 N HCI veya 1 N NaOH kullanilarak 6rneklerin pH degerleri 7.0 olarak
ayarlanmistir. 1’er dk vorteksleme sonucunda 6rnekler oda sicakliginda 30 dk bekletilmis
ve 2291xg’ de 15 dk santrifiijleme uygulanmistir. Ust kisimda toplanan yag kismi atilarak,
tiipler ters ¢evrilmis, kalan yagin giderilmesi igin 1 saat bekletilmis ve sonrasinda tartim
alimmistir. Absorbe edilen yag miktar; ilk agirlik ile son agirlik arasindaki farkin 6rnek
miktarina oranlanmasi ile tespit edilmis ve yag baglama kapasitesi g yag/g un olarak ifade

edilmistir.

En diisiik jellesme konsantrasyonu: Moure ve ark. (2002) metoduna gore distile su
ile % 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 (w/v) oranlarinda yagsiz un dispersiyonlari
hazirlanmistir. Yapilan 6n denemelerde % 2, 4, 6, 8 (w/v) oranlarinda pihtilagma dahi
olugsmadigindan tiim Ornekler i¢in analiz setleri % 10 Ornek oranindan baglatilmis ve
enzimli orneklerde ilave olarak % 30, 34 ve 38 konsantrasyonlar1 da denenmistir. 1 N HCI
veya 1 N NaOH kullanilarak 2 dk karistirma ile dispersiyonlarin pH degerleri 7.0 olarak
ayarlanmistir. Dispersiyonlarin sivi kisimlarindan 5 mL test tliplerine alinarak 100 °C’de
sicak su banyosunda 1 saat tutulmustur. Sonrasinda akan su ve buz ile hizlica sogutulan
ornekler +4 °C’de 24 saat siiresince sogumaya birakilmistir. Gézlem yapilan tiiplerde, kati

ve tiip ¢eperinden diismeyen jel yapist gdzlenen drnek konsantrasyonlari belirlenmistir.

Kopiiklenme kapasitesi ve kopiik stabilitesi: Cano-Medina ve ark. (2011) ile Kanu
ve ark. (2007) tarafindan izlenen metot esas alinmistir. 3 g yagsiz hashas unu ile 100 mL

distile su kullanilarak 6rnek dispersiyonlari hazirlanmig, 1 N HCI veya 1 N NaOH
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kullanilarak 2 dk karistirma ile dispersiyonlarin pH degerleri 7.0 olarak ayarlanmistir. Oda
sicakliginda 3 dk siireyle yiiksek hizda calkalanan (waring blender) 6rnekler hizlica 250
mL’lik meziirlere alinarak toplam hacim ve sivi hacimleri kaydedilmis ve kopiliklenme
kapasitesi (FC) formiil (3.15) ile belirlenmistir. Oda sicakliginda 30 dk bekletme
sonucunda kalan kopiik miktar1 tekrar kaydedilerek elde edilen degerler ile kopiik

stabilitesi (FS) (3.16) hesaplanmistir.

FC: (Toplam hacim - Stvi hacmi)x100 3.15)
FS: (Kalan k&piigiin hacmi / Ik képiik hacmi)x100 (3.16)

Emiilsiyon aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi: Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesinin
belirlenmesinde Wu (2001) tarafindan uygulanan metod esas alinmistir. 7:100:100 (w:v:v)
orani esas aliarak 1.05 g yagsiz un tartilmis, tizerine 15 mL distile su eklenmis, 1 N HCI
veya 1 N NaOH kullanilarak pH degeri 7.0 olarak ayarlanmistir. Ornege 15 mL aygicek
yag1 eklenerek 1 dk vortekslenmistir. Sonrasinda 2291 x g’de 5 dk santrifiij edilerek
emiilsiyon aktivitesi (EA) formiil (3.17) kullanilarak belirlenmistir. Emiilsiyon
stabilitesinin belirlenmesi i¢in Ornekler 80 °C’de su banyosunda 30 dk isitilarak,
sonrasinda akan su altinda ve buz ile hizlica sogutulmustur. Ornekler tekrar 2291 x g’de 5

dk santrifiijlenmis ve emiilsiyon stabilitesi (ES) formiil (3.18) kullanilarak belirlenmistir.

EA: 100x(Emiilsiyon tabakasinin uzunlugu-mm)/(Tiip igeriginin toplam uzunlugu-mm) 3.17)

ES: 100x(Kalan emiilsiyon tabakasinin uzunlugu-mm)/(Tiip igeriginin toplam uzunlugu-mm) (3.18)

3.2.14. Yagsiz unlardan protein izolasyonu

Yagsiz un Orneklerinden yiiksek verimle hashas protein izolatlarinin elde edilmesi
amactyla oncelikle optimum sartlar belirlenmistir. Protein izolasyonunda literatiirde bir¢ok
teknik bulunmakla beraber, her materyal icin sartlarin optimize edilebilmesi amaciyla 6n
deneme onerilmektedir. Ozellikle proteinlerin ¢dziinme ve izoelektrik nokta farkliliklarina
gore en 1yi ekstraksiyon kosullar1 belirlenmelidir. Ortamda NaCl varliginda yagli tohum
proteinlerinin daha iyi ¢oziinebildigine dair literatiir bilgilerine dayanilarak maksimum
protein veriminin saglanmasi amaciyla, c¢alismamizda Oncelikle en uygun tuz
konsantrasyonu ve pH degerleri belirlenmis, her Ornek ig¢in izoelektrik nokta tespiti
yapilmistir. Bu caligmanin tiim asamalarinda protein tayini i¢in Bradford (1976) teknigi

uygulanmistir. Bovine serum albumine (BSA) standart olarak kullanilmis ve
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spektrofotometrede (Agilent 8453 UV-Visible Spektrofotometre - Waldbrann, Almanya)
595 nm’de ¢izilen kurve yardimiyla protein miktar belirlemeleri yapilmistir.

Ekstraksiyon icin optimum tuz konsantrasyonu ve pH degerinin belirlenmesi:
Bu amacla Achouri ve ark. (2012) tarafindan susam tohumu i¢in kullanilan yontem bazi
modifikasyonlar ile uygulanmistir. Protein ekstraksiyonunun optimize edilebilmesi igin,
tohum toplam proteinlerinin ekstraksiyonu pH’in fonksiyonu olarak farkli tuz
konsantrasyonlarinda (0 - 1 M) arastirilmistir. 0.2 M, 0.6 M ve 1 M konsantrasyonlarindaki
tuz cozeltileri ile distile su (kontrol - 0 M NaCl) kullanilarak % 10 (w/v) oraninda 6rnek
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Siispansiyonlar, sabit oda sicakliginda (25 °C) 150 rpm’de
2 saat siireyle calkalanmistir. Kontrol ve NaCl siispansiyonlart (0.2, 0.6 ve 1 M NaCl)
yaklasik 10” ar mL olarak test tiiplerine alinmis ve pH degerleri 1 N HCI veya 1 N NaOH
kullanilarak 2 - 12 araligina (1’er birim arttirarak) ayarlanmistir. Ornekler 30 dk siiresince
sonikasyona maruz birakilmis ve 2060 x g’de 30 dk siireyle santrifiijlenmistir. Supernatant
kisimlariin protein igerikleri Bradford (1976) metodu ile belirlenerek, en yiiksek protein
iceriginin belirlendigi tuz konsantrasyonu ve pH degeri protein ekstraksiyonu amaciyla

incelenen Ornek i¢in optimum kosullar olarak se¢ilmistir.

y =0,0063x+0,0168

R2 = 0,0057
03
0,25 2
0,2 /

Absorbans
(=]
[
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BSA konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.8. BSA standart egrisi

Izoelektrik noktalarm (pI) belirlenmesi: Orneklere ait izoelektrik noktalarin
belirlenmesi amaciyla Manamperi ve ark. (2007) tarafindan yapilan c¢alismadan
yararlanilmistir. Achouri ve ark. (2012) metoduna gore; her bir 6rnek icin belirlenen

optimum konsantrasyondaki NaCl c¢ozeltileri ile % 10’luk 6rnek dispersiyonlar
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hazirlanarak ekstraksiyon i¢in belirlenen optimum pH degerine ayarlanmistir. Sabit oda
sicakliginda (25 °C) 150 rpm hizla 2 saat siireyle calkalanmistir. Calkalama sonrasi
orneklerin s1vi kismindan 6’sar adet sanrifiij tiipline 10° ar mL alinarak 0.5 birim degisim
ile pH degerleri 3.5 - 6.0 arasina ayarlanmis ve 1’er dk vortekslenmistir. Ornekler 3000 x g
de 20 dk santrifiij edildikten sonra supernatant kisimlarinin protein igerigi Bradford (1976)
metodu ile belirlenerek, en diisiik protein igeriginin tespit edildigi pH degeri 6rnege ait

izoelektrik nokta (pI) olarak belirlenmistir.

Protein izolasyonu ve protein veriminin belirlenmesi: Yapilan c¢alismalar
sonucunda belirlendigi sekilde; kontrol ve kavrulmus 6rnekler i¢in 0.6 M NaCl ve pH 11,
enzim Ornekleri icin ise 0.2 M NaCl ve pH 12 degerleri kullanilarak % 10’luk (w/v) 6rnek
dispersiyonlar1 hazirlanmis, oda sicakliginda 2 saat siireyle calkalama (150 rpm)
uygulanmistir. Sonrasinda siizme islemi uygulanarak, ¢oziinen proteinleri igeren
supernatant kismi elde edilmis, izoelektrik ¢coktiirme dncesi supernatantin protein miktari
Bradford (1976) metodu ile belirlenmistir. Sonrasinda 6rneklerin pH degerleri izoelektrik
noktaya getirilerek proteinlerin ¢okelmesi saglanmis ve 18 saat siireyle +4 °C’de
bekletilmistir. Siire sonunda ¢oken proteinlerin kazanilmasi amaciyla 2291 x g’de 15 dk
santrifiijleme yapilarak, st kisimda ayrilan serumda tekrar protein miktar tespiti
yapilmistir (Bradford, 1976). Elde edilen hashas protein izolatlar1 freeze-dry (Labfreeze
FD-10 MR Bench-Top Freeze Dryer, Xiangtan city-Hunan China) cihazi ile kurutularak,
analize alinincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. BSA esdegeri olarak mg cinsinden
belirlenen protein miktarlar1 kullanilarak asagidaki formiil (3.19) yardimiyla protein

kazanim verimleri tespit edilmistir.

Protein verimi (%) = [(P; - P») / P3] x 100 3.19)
P,: Supernatant protein igerigi (mg)

P,: Cokme sonrasi kalan serumun protein igerigi (mg)

P3: % 10’luk yagsiz un dispersiyonun mL’sinde ¢dzilinen protein miktari (mg), yagsiz

unun baslangi¢ protein igerigi kullanilarak hesaplanmistir.
3.2.15. Protein izolatlarinda yapilan analizler

Hashas protein izolatlarinda asagida siralanan karakterizasyon analizleri ve

fonksiyonellik testleri yapilmistir.
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Amino asit bilesimlerinin belirlenmesi: Orneklere ait amino asit igeriklerinin tespit
edilmesi amaciyla Oncelikle protein hidrolizi yapilmistir. Bu amacgla Nergiz (2006)
tarafindan uygulanan metoda goére; 50 mg protein drnegi schoot siselere tartilarak {izerine 3
mL 6 N HCI eklenmis, vakumlu etiivde 110 °C’de 24 saat tutularak protein hidrolizi
saglanmistir. Sonrasinda etiivden alinan orneklerdeki HCI, hot plate iizerinde kontrollii
sekilde ugurulmustur. Sise igerisinde kalan 6rnege 10 mL buffer (9.8 g trisodyum sitrat
dihidrat, 14 g sitrik asit, 5 mL thiodiethanol, 0.100 mL oktanoik asit karisimi distile su ile
500 mL’e tamamlanmig, pH 2.20) eklenerek yeterince vortekslenmis ve c¢oziinmesi
saglanmistir. Elde edilen ekstrakt 0.45 pm goézenek c¢apindaki membran filtreden
stizlilmistlir. Amino asit igeriklerinin miktar olarak belirlenmesi Canakkale Onsekizmart
Universitesi Merkez Laboratuvarmdan Hizmet alimi1 yoluyla gerceklestirilmistir. Olgiimler
Thermo-Finnigan GS-MS (ABD) cihazinda Zebron-Capillary GC Kolon - ZB - 5ms (% 5-
polysilarylene, % 95-polydimethysiloxane, 0.25 pm thickness, 0.25 mm L.D., 30 m length)
kullanilarak yapilmistir. Cihaz kosullari: baslangi¢ sicakligr 110 °C, max. sicaklik 320 °C,
sicaklik artis hizi 32 °C/dk, split akis hiz1 23 mL/dk, split oran1 15, MS transfer line 220
°C. Dedektor kosullart: Flame on, air 350 mL/dk, H, 35 mL/dk, dedektor baz sicaklik 300
°C, ECD sicakligr 320 °C, reference current 1.0 nA, pulse amplitude 50 V, pulse width 1.0

usec.

Renk ol¢iimii: Freeze-dry cihazi ile kurutulan hashas protein izolatlarinda renk
belirlemesi Minolta CR-300 Reflektans kolorimetresi (Osaka, Japonya) ile yapilmis ve
renk 6l¢iimiinde CIE’ in sistemi kullanilarak L, a* ve b* degerleri belirlenmistir (Aydeniz

ve ark., 2014).

Goriiniir viskozitenin belirlenmesi: Khalid ve ark. (2003) ile Kanu ve ark. (2007)
tarafindan uygulanan metotlar kombin olarak kullanilarak orneklerin vizkozite degerleri
belirlenmistir. Haghag proteini ve distile su ile % 20’lik 6rnek dispersiyonlar1 hazirlanmig
ve pH degerleri 1 N HCI veya 1 N NaOH kullanilarak 7.0 olarak ayarlanarak, 1’er dk
vortekslenmistir. Yiiksek sicaklik olarak 60 °C ve orta sicaklik degeri olarak 40 °C
se¢ilmis, Brookfield viskozimetre-model DV II+Pro (Rheocalc software) cihazi (6rnek
haznesi sicak su ile belirlenen sicakliklara 1sitilarak) ile spindle No. 18 yardimiyla goriiniir

vizkozite degerleri cP olarak dlglilmiistiir.

Protein coziiniirliigii: Yin ve ark. (2011)’e gore belirlenmistir. Distile su

kullanilarak % 1’lik protein ¢ozeltileri hazirlanmis ve 30 dk siireyle manyetik karistirict

60



tizerinde karistirilmistir. Her bir 6rnek icin, 11°er adet santrifiij tiipii hazirlanarak 10’ar mL
protein ¢oOzeltisi konulmus ve 1 pH degeri artisla 2 - 12 arasinda deney seti
olusturulmustur. pH ayarlamasi yapilan c¢ozeltiler 2 dk silireyle vortekslenmistir.
Sonrasinda 2291 x g’de 5 dk santrifijlenmis ve supernatant kisminda bulunan protein
icerigi Bradford (1976) metodu ile tespit edilmistir. Tespit edilen protein igerikleri (mg/ml)

arasinda en yiiksek degerin belirlendigi pH ¢oziiniirliigiin en fazla oldugu pH’dir.

Su baglama kapasitesi: Onsaard ve ark. (2010) tarafindan uygulanan metot esas
alinarak; dara agirlig1 kaydedilen tiiplere 0.5 g 6rnek tartilmis ve tizerine 10 mL distile su
eklenmistir. Orneklerin pH degerleri 1 N HCI veya 1 N NaOH kullanilarak 7.0 olarak
ayarlanmig ve 1’er dk vortekslenmistir. 30 dk oda sicakliginda bekletilen o6rnekler,
sonrasinda 2291 x g’de 15 dk sanrifiijjlenmistir. Supernatant kismi atilarak, tiipler ters
cevrilmis kalan sivinin giderilmesi i¢in 30 dk bekletilmis ve tartim alinmistir. Absorbe
edilen su miktar1 ilk agirlik ile son agirlik arasindaki farkin 6rnek miktarina oranlanmasi

ile tespit edilmis ve g su/g protein olarak ifade edilmistir.

Yag baglama kapasitesi: 0.5 g protein, dara agirligi kaydedilen tiiplere tartilarak
tizerine 5 mL ay¢icek yagi eklenmis, 1 N HCI veya 1 N NaOH kullanilarak 6rneklerin pH
degerleri 7.0 olarak ayarlanmistir. 30 sn vorteksleme sonucunda 6rnekler oda sicakliginda
30 dk bekletilmis ve 2291 x g’de 15 dk santrifiij uygulanmistir. Maksimum devirde 5 dk
daha ilave santrifiijleme yapilarak proteinlerin iyice yapismasi saglanmis, list kisimda
toplanan yag fazi atilarak tiipler ters c¢evrilmis, kalan yagin giderilmesi i¢in 1 saat
bekletilmis ve sonrasinda tartim alinmistir. Absorbe edilen yag miktari; ilk agirlik ile son
agirlik arasindaki farkin 6rnek miktarina oranlanmasi ile tespit edilmis ve g yag/g protein

olarak ifade edilmistir (Sharma ve ark., 2010; Manamperi ve ark., 2007).

Kopiiklenme kapasitesi ve kopiik stabilitesi: % 1’lik protein dispersiyonlar1 (0.5 g
protein + 50 ml distile su) hazirlanarak, 1 N HCl veya 1 N NaOH kullanilarak 2 dk
karistirma ile dispersiyonlarin pH degerleri 7.0 olarak ayarlanmistir. Oda sicakliginda 3 dk
stireyle yiiksek hizda calkalanan (waring blender) drnekler hizlica 100 mL’lik meziirlere
aliarak toplam hacim ve sivi hacimleri kaydedilmis ve kopiliklenme kapasitesileri (FC)
formiil (3.14) ile belirlenmistir. Oda sicakliginda 30 dk bekletme sonucunda kalan
kopliglin  hacmi kaydedilerek kopiik stabilitesi (FS) formiil (3.15) yardimiyla
hesaplanmistir (Sharma ve ark., 2010).
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Emiilsiyon aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi: Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesinin
belirlenmesinde Wu (2001) tarafindan uygulanan metod esas alinmistir. 0.5 g protein
izolat1 tartilarak, lizerine 10 mL distile su eklenmis, 1 N HCl veya 1 N NaOH kullanilarak
pH degeri 7.0 olarak ayarlanmistir. Ornege 10 mL aygicek yagi eklenerek 1 dk
vortekslenmistir. Sonrasinda 2291 x g’de 15 dk santriflij edilerek emiilsiyon aktivitesi
formiil 3.16 kullanilarak belirlenmistir. Emiilsiyon stabilitesinin belirlenmesi i¢in 6rnekler
80 °C’lik su banyosunda 30 dk 1sitilarak, sonrasinda akan su altinda ve buz kullanilarak
hizlica sogutulmustur. Ornekler tekrar 2291 x g’de 5 dk santrifiijlenmis ve emiilsiyon

stabilitesi formiil (3.17) ile belirlenmistir.

En diisiik jellesme Kkonsantrasyonu: Proteinlerin jellesme 0Ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla bazi modifikasyonlarla Sharma ve ark. (2010) tarafindan kullanilan
metod uygulanmistir. Hashas proteinlerinden % 20’lik stok ¢ozelti hazirlanarak, 1 N HCI
veya 1 N NaOH ile pH degerleri 7.0 olarak ayarlanmistir. Stok ¢ozeltiden % 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18 (w/v) oranlarinda Ornek igerecek sekilde dillisyonlar hazirlanmis ve
diliisyonlar 100 °C’ lik sicak su banyosunda 30 dk stiresince bekletilmis, sonrasinda akan
su altinda ve buz kullanilarak hizlica sogutulmustur. +4 °C de 18 saat siireyle bekletilen
orneklerin jellesme durumlar1 gézlenmistir. Kat1 ve tiip ¢eperinde hareket etmeden kalan

jel yapisinin olustugu en diisiik konsantrasyon belirlenmistir.

FT-IR Spektroskopisi analizi: Soguk pres ile yag eldesi Oncesinde hashas
tohumlarina uygulanan 6n islemlerin proteinlerde olusturdugu yapisal degisimlerin orani,
FT-IR Spektroskopisi (Perkin-Elmer FT-IR Spectrum One, ABD) ile Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde belirlenmistir.
Cihazin ATR kismina yaklasik 1 mg seviyesinde Ornek konularak 4’er adet okuma
yapilmistir. Titresimlerin meydana geldigi ve pik olusturdugu dalga boylar1 kullanilarak

orneklerdeki aktif fonksiyonel gruplar belirlenmeye caligilmistir.

Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) analizi: Hashas protein izolatlarinin
termal 6zellikleri DSC cihazi (Perkin Elmer DSC 4000, ABD) kullanilarak belirlenmistir.
10 mM fosfat buffer (pH 7.0) ile % 10’luk (w/v) ornek dispersiyonlart hazirlanmistir.
Aliiminyum Ornek panlarina 10 pL protein dispersiyonu alinarak, hermetik olarak
kapatilmis ve ornek agirligi (dara haric) kaydedilmistir. Bos bir aliiminyum pan da referans
olarak kullanilmistir. Kalorimetrede kullanilan program, bazi modifikasyonlar uygulanarak

Yin ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alisma esas alinarak olusturulmustur. Kalorimetre
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programinda; baslangi¢ sicakligi olarak 25 °C belirlenmis ve 10 °C/dk artislar ile son
sicaklik 120 °C olarak secilmistir. Denaturasyon baglangic (on-set) (T,) sicakligi,
denaturasyon sicakligi (T4) ve denaturasyonun entalpi degisimi (AH) degerleri elde edilen
termogramlardan cihazda yiikli bulunan Pyris 1 Manager Software yardimiyla

hesaplanmustir.

SDS-PAGE Elektroforez analizi: Hashas proteinlerinin molekiiler agirliklarinin
belirlenmesi amaciyla Achouri ve ark. (2012) ile Yin ve ark. (2011) tarafindan uygulanan
metotlar bazi modifikasyonlar ile esas alimarak SDS-Page Elekroforez analizleri
yapilmustir. 10 mg 6rnek tartilarak iizerine 0.950 uL Laemmli sample (65.8 mM Tris - HCI
- pH 6.8, % 26.3 w/v gliserol, % 2.1 sodyum dodesil sulfat - SDS, % 0.01 bromfenol blue -
Biorad, ABD) ve 0.50 pL 2-mercaptoethanol (Biorad, ABD) eklenerek 5 dk vorteks
uygulanmustir. Ornekler 100 °C’de su banyosunda 5 dk bekletilerek protein denaturasyonu
saglanmis, sonrasinda buz iizerinde &rnekler sogutulmustur. Orneklere 10 °C sicaklikta 5
dk santrifiij (1000xg) uygulanmigtir. SDS-Page Elektroforez iinitesine yerlestirilen jelde
(Mini-protean precast gels, % 4 - 15, ABD) ilk kuyuya 10 pL protein standard: (Precision
plus protein all blue standars, 10 - 250 kD, Biorad-ABD) ve diger kuyulara sirayla
numaralanan ornekler 5° er pL olarak yiiklenmistir. 200 V elektrik akimi altinda buffer
ortaminda (10xTris/Glycine/SDS buffer, Biorad-ABD) ornekler jelde yiiriitilmustiir.
Sonrasinda elde edilen jeller % 0.1°lik (1.0 g coomassive blue R250+450 ml distile su+450
ml methanol+100 ml glasiyel asetik asit) boya ¢ozeltisi igerisine alinarak calkalayici
lizerinde 4 saat siireyle boyanmasi saglanmistir. Boyama isleminden sonra 6nce distile su
ile yikanan jel, hazirlanan yikama ¢ozeltisi icerisine alinmis ve ¢alkalayici ilizerinde 24 saat
stireyle bekletilerek boyanin akmasi ve protein seritlerinin goriiniir hale gelmesi
saglanmistir. Elde edilen jel iki selofan arasina dikkatlice alinarak, 45 °C sicaklikta

ortalama 2 saat siireyle kurumasi saglanmistir.

3.2.16. istatistiksel analizler

Yapilan tiim istatistik analizlerde giivenilirlik sinir1 en az % 95 seviyesinde
tutulmustur. Enstriimental ve fizikokimyasal analizlerden elde edilen verilerin
degerlendirilmesi ve deneme gruplar1 arasinda meydana gelen farkliliklarin agiklanmasinda
Varyans analizi two-way ANOVA ve Tukey coklu karsilagtirma testi uygulanmistir.
Duyusal analiz verilerinin karsilastirilmast non-parametrik Kruskal-Wallis testiyle

yapilmistir. Metrik olmayan ¢ok boyutlu skala (Nonmetric Multidimensional Scaling,
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MDS) analizi kullanilarak o6lgiilen fiziko-kimyasal oOzellikler her bir muamele grubu
tizerinden ve ayr1 ayri ¢esitler ile muameleler tizerinden karsilagtirilmistir. MDS grafikleri,
Z skorlarina gore standardize edilmis degerler iizerinden hesaplanmaistir. Biitiin istatistiksel
analizler, Universitemizin farkli birimlerinde bulunan MINITAB Ver 16.1.1 (Minitab,
2010) ve SPSS (SPSS, 1994) bilgisayar paket programlari kullanilarak yapilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu arastirmanin baslangicinda; segilen 3 cesit (Ofis 3, Ofis 4 ve Ofis 8) hashas
tohumunun genel 6zellikleri 6l¢lilmiis, daha sonra farkli 6n hazirlik islemlerine (kontrol,
kavurma ve enzim muamelesi) tabi tutulmus, belirlenen optimum kosullarda soguk pres
yontemiyle yag elde edilmis, geriye kalan yagh keklerde temel bilesen analizleri yapilmis
ve son olarak da iiretilen yaglarda fiziksel ve kimyasal bilesen analizleri ile aromatik ve
duyusal analizler yapilmistir. Soguk pres islemi sonucunda geriye kalan yagh keklerde ise
yag giderme islemi yapilarak yagsiz unlar elde edilmis ve bu yagsiz unlarin fiziko-
kimyasal ve fonksiyonellik analizleri gergeklestirilmistir. Yagsiz unlardan protein
izolasyonu i¢in optimum kosullar belirlenerek, elde edilen verilere gore tohum proteini
izole edilmis, protein verimleri belirlenmis ve hashas proteinlerinin bazi yapisal ve
bilesimsel karakterizasyonlar1 yapilarak fonksiyonellik 6zellikleri test edilmistir. Calisma 2

tekerriir olarak gerceklestirilmis ve her bir tekerriirde 6l¢iimler en az 2 paralel olarak

yapilmustir. Olgiimlere iliskin tanitic1 veriler ()_( £S¥) (ortalama* standart hata) seklinde

bildirilerek, istatistik analizleriyle birlikte asagida tartigilmastir.

4.1. Hashas Tohumlarmin Ozellikleri
Materyal olarak kullanilan Ofis 3 (mavi), Ofis 4 (sar1) ve Ofis 8 (beyaz) tohum

cesitlerinin Oncelikle temel bilesen analizleri yapilmustir.

Cizelge 4.1. Haghag tohumlarinin genel 6zellikleri

Ozellik Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Ofis 8 (beyaz)
Yag (%) 46.30+0.06 "A 38.90+1.70 B 36.07 £0.55 C p=0.013
Nem (%) 6.40+£0.12 A 5.30+0.02 B 5.40+0.05 B p=0.000
Kiil (%) 6.20+£0.00 A 5.60+£0.00 B 6.10£0.05 A p=0.001
Protein (%) (6.25) 19.30+£0.14 C 20.10+0.30 B 21.40+0.27 A p=0.020
Su aktivitesi (aw) 0.60+£0.00 A 0.58+0.00 C 0.59+0.03 B p=0.001
L 44.98+0.49 C 47.61+0.07 B 64.28+0.51 A p=0.001
a* 2.97+£0.17 C 7.80+£0.10 A 4.04+0.14 B p=0.000
b* -3.44+0.18 C 11.94+0.33 B 14.36+0.20 A p=0.004
Tohum boyutu (mm) 1.71+0.29 B 1.16£0.16 C 2.22+0.30 p=0.038
1000 tane agirligi (g) 0.36+0.06 B 0.34+0.05 C 0.39+0.01 A p=0.000

* Ayni satirdaki biiyiik harfler incelenen 6zellikler agisindan farkli tohum gesitleri arasindaki karsilastirmalart gostermektedir.
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Haghag cesitlerine ait tohumlar, incelenen fiziksel ve kimyasal o6zelliklerin tiimii
acisindan farklilik gostermektedir ve farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Calismada kullanilan ¢esitler arasinda yag icerigi en az olan ofis8-beyaz (% 36.07) hashas
cesidi iken, ofis3-mavi (% 46.30) cesidi en fazla yag icerigine sahiptir. Hagshas tohumunda
yag iceriginin orijin, renk ve tiretim bolgesine bagli olarak onemli oranda degistigi
bildirilmistir. Literatiirde, tohum yag oranlar1 yapilan ¢aligmalar sonucunda Hindistan’ da
% 41.4 - 49.1, Pakistan’da % 47 - 53, tlilkemizde ise % 44 - 57 arasinda belirlenmistir
(Azcan ve ark., 2004).

Ulkemiz hashas cesitleri iizerine yapilan bir caligmada tohum yag miktar1 sari
tohumlularda, beyaz ve mavi renge oranla belirgin derecede yiiksek bulunmustur. Mavi
tohumlularda en diisiik yag orani gozlenmistir. Yag orami yiiksek olan sari tohumlara
ayrica mekanik ekstraksiyon da uygulanarak % 32.3 yag elde edilmis ve presten alinan
yagl kekin solvent ekstraksiyonu sonrasinda % 17.6 ilave yag kazanilmistir (Azcan ve

ark., 2004).

Ering ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada; ofis 96 - sar1 ¢esitde en
yiiksek, 3. simif - beyaz ¢esitde ise en diislik yag icerigi rapor edilmistir. Yakin zamanlarda
yapilan bir diger caligmada; Tiirkiye’de yetisen 18 ¢esit hashas tohumunun yag ve yag
asidi icerikleri ¢alisilmistir. Bu ¢alismada en yiiksek yag oranina % 47.95 ile Afyon 95 -
sar1 tohumda, en diisiik yag icerigine ise % 35.38 ile TMO2 - gri ¢esidinde rastlanmuistir.
Calismada kullanilan tohumlarin nem igerikleri birbirine yakin ve literatiirdeki verilerle

benzer bulunmustur (Rahimi ve ark., 2011).

Calismamiz sonucunda tohumlarin tespit edilen nem igerikleri % 5.30 - 6.40
araliginda degismistir. Azcan ve ark. (2004) tarafindan yapilan calismada iilkemizde
yetisen hashas tohumlarinda ortalama nem igerigi % 6.4 olarak rapor edilmistir. Benzer
sekilde calisilan ii¢ ¢esit tohumun kiil ve protein igerikleri de birbirine yakin ve literatiir

bilgilerine benzer olarak dl¢giilmiistiir.

Ozcan ve Atalay (2006) tarafindan yapilan calismada, yedi adet hashas ¢esidinde
fiziksel ve kimyasal 6zellikler incelenmistir. Orneklerin bin tane agirligi 0.29 - 0.429 g,
nem miktart % 3.39 - 4.76, ham protein % 11.94 - 13.58, ham kiil % 4.92 - 6.25, ham lif %
22.63 - 30.08, HCI’ de ¢oziinmeyen kiil % 0.72 - 1.68, ham enerji 6367 - 6740.5 kcal/100 g
ve ham yag % 32.43 - 45.52 olarak tespit edilmistir. Ote yandan Azcan ve ark. (2004)

tarafindan yapilan calismalarda, toplam protein igerikleri sar1 tohumda % 21.8, beyaz
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tohumda % 21.9 ve mavi tohumda % 22.7 olarak tespit edilmistir. Calismamizda materyal
olarak kullandigimiz gesitlerin protein igerikleri % 19.30 - 21.40 ve kiil miktarlar1 % 5.60 -

6.20 olarak tespit edilmis olup literatiir ile uyumludur.

Yine tohumlarda 6l¢iilen nem igeriginin, su aktivitesi (aw) degerleriyle de uyumlu
oldugu gozlenmistir. Hashas tohumunda aw degerlerinin 0.6 degerinin altinda olmast,
tohumlarin oda sicakliginda nispeten dayanikli olduklarim1 gostermektedir. Cesitlere ait

tespit edilen su aktivitesi degerleri 0.58 - 0.60 araliginda dl¢lilmiistiir.

Literatiirde onceki calismalarda rapor edilmemis olmasina ragmen, bu c¢aligmada
Ol¢iilen tohumlara ait aletsel renk verilerinin tohumlarin renk isimlendirmeleriyle uyumlu
oldugu gorilmiistiir. Genel olarak beyaz tohum daha yiiksek L degerine (berraklik)
sahiptir. CIE renk 6l¢liim sisteminde L = 0 (siyah), L = 100 (beyaz), a* degeri (+a* =
kirmizi, -a* = yesil) ve b* degeri (+b* = sar1, -b* = mavi) olarak belirlenmistir (Pomeranz
ve Meloan, 1994). Buna gore kirmizilik sari tohumda (+a*=7.80), sarilik ise beyaz
tohumda (+b*=14.36) daha yiiksek algilanirken, mavilik degeri en yiiksek olarak mavi
(-b*=3.44) tohumda o6l¢iilmiistiir.

Isikan (1957), yapmis oldugu calismada hashas bitkisi tohumlarinin bin dane
agirhgmin 0.4 g civarinda oldugunu bildirmistir. Ozcan ve Atalay (2006) ise yedi adet
hashas cesidinde bin tane agirligmin 0.29 - 0.429 g arasinda oldugunu bildirmistir.
Calismamizda belirlenen tohumlara ait bin tane agirliklari 0.34 - 0.39 g arasinda

degismekte olup, bu verilere olduke¢a yakindir.

Tohum boyutu olarak literatiirde (0.5 - 1.3 mm) bildirilmistir (Bajpai ve ark., 1999).
Cesitlerin Slgiilen tohum boyutlart (1.16 - 2.22 mm) literatiirdeki araliktan biraz daha
yiiksek olarak belirlenmistir.

4.2. Hashas Yagh Keklerinin Ozellikleri
Farklt 6n hazirlik iglemlerinden gecirildikten sonra soguk pres makinasinda yagi
alinan ve ikinci irtin olarak elde edilen yaglh keklerde bazi analitik dl¢iimler yapilmis ve

sonugclar cizelge 4.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Hashas yagli keklerinin genel 6zellikleri

Ozellik Muamele Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Ofis 8 (beyaz) Toplam
Kontrol 11.34+3.17 12.57+0.48 14.45+1.32 12.76+1.09
Kavurma 14.22+0.03 12.61£1.52 13.41£0.57 13.41+1.03 p=0.352
Nem (%) Enzim 16.63+3.13 15.91+0.83 16.41+1.34 16.28+1.80 ’
Toplam p=0.021 14.03£1.05 13.67+0.51 14.64+0.60
Kontrol 25.00+0.00 22.50+0.70 24.504+2.12 24.0+1.55
Protein (%)  Kavurma 23.50+3.50 25.00+0.00 25.50+2.12 24.66+2.58 p=0.188
(Nx6.25) Enzim 21.00+2.83 28.00+0.00 26.50+0.70 25.1643.54 ’
Toplam p=0.660 23.16+1.83 25.17+0.01 25.00+0.55
Kontrol 6.01£0.77 "Bd  15.52+3.41 Aa  14.83+0.00 Aa  12.12£1.06
Yag (%) Kav_urma 10.82+1.14Aab 13.86+3.02 Aa 13.27+1.30 Aa 12.65+1.58 p=0.570
Enzim 16.86+3.48 Aa 4.21+0.65 Bb 10.03£3.16 ABa  10.36+2.43 )
Toplam p=0.401 11.23+5.38 11.20+6.00 12.7143.14
Kontrol 9.40+0.42 Aa 5.15+0.85 Bb 9.05+0.95 Aa 7.86+£2.26
Kiil (%) Kavprma 7.75+1.85 Aa 8.25+0.25 Aab 8.70+0.40 Aa 8.23+1.28 p=0.573
Enzim 8.30+1.41 Aa 9.95+0.07 Aa 7.65+1.34 Aa 8.63+1.37
Toplam p=0.597 8.48+1.05 7.78+£2.24 8.46+1.10

* Ayni situndaki kiigiik harfler aynt gesitden elde edilen her bir yag dreginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan on islemlere
gore kargilagtinlmalarint gdstermektedir.

** Aymi satirdaki bityiik harfler ayni 6n islem uygulanan her bir yag drneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum gesitleri arasindaki
karsilastirilmalarini gstermektedir.

Cizelge 4.2.°de goriildiigii gibi tohumlara uygulanan farkli 6n hazirlik islemleri,
elde edilen yagh keklerin temel bilesen 6zellikleri lizerine 6nemli derecede etki yapmustir.
Hashas keklerinin nem miktarlar1 {izerinde muamelelerin etkisi (p=0.021) 6nemli iken,
cesit etkisi (p=0.352) istatistik olarak onemsizdir. Haghas keklerinin protein miktarlari
tizerinde muamele etkisi (p=0.660) ve cesit etkisi (p=0.188) istatistik olarak Gnemsizdir.
Hashas keklerinin yag miktarlar1 iizerinde muamele etkisi (p=0.401) ve cesit etkisi
(p=0.570) etkisi 0onemsiz, kiil miktarlar1 iizerinde de yine hem muamele etkisi (p=0.597)
hem de cesit etkisi (p=0.573) etkisi onemsiz bulunmustur. Tiim deneme gruplarinda 6n
hazirlik islemi sonrasinda tohumlar tavlanarak soguk pres dncesinde son nem seviyeleri %
12 olacak sekilde ayarlanmistir. Ancak yagli kek 6rneklerinde bu oranin iizerinde olan nem
seviyeleri de Ol¢lilmistiir. Bu duruma sebep, 6rneklerin derin dondurucuda bekletilme ve
¢oOziilme siireclerinde atmosferden emilen nem olma ihtimali yiiksektir. Genel olarak enzim
muamelesi gormiis tohumlarda nem orani daha yiiksektir. Enzimler cozelti seklinde

tohuma eklendigi i¢in, nem emiliminin bunu sagladig: diisiiniilebilir.

Yagh pres keklerinde Kjeldahl yontemiyle olgiilen protein oranlart % 21 - 28
arasinda tespit edilmistir. Cesitler ve muameleler arasindaki farkliliklar istatistik olarak
onemsizdir. TS 319 (TSE, 2003b) standardina gére hashas keklerinde % 30 - 35 oraninda
protein bulunmalidir. Ayni standart, kekler i¢in nem oranini da en ¢ok % 12 olarak
belirtmektedir. Ancak bu standart Oziitleme, ekspeller ve adi pres sisteminde iiretilen

kiispeler icindir. Soguk pres ve on hazirlik islemleri bu g¢alismada farkli sonuglar

68



alinmasina neden olmustur. Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.’de verilen protein degerlerinin
birbirine ¢ok yakin oldugu, kiigiik farkliliklarin oranlamadan kaynaklandigi diistintilebilir.
Genel olarak soguk pres isleminde tohumda protein kaybi olmamaktadir. Boylece besin
degeri yiiksek yagli kek elde edilmektedir. Yaghh tohumlardan yag elde etmede farkl
teknikler uygulanmaktadir (mekanik presleme, vidali presleme, ¢ozgen ekstraksiyonu ve
bunlarin mubhtelif kombinasyonlar1 gibi). Ancak soguk pres yontemi daha ¢ok rafine
edilmeden de tiiketilebilecek kaliteli ham yag iiretimi i¢in tercih edilmektedir. Bundan
dolay1 bu sistemde yag veriminden fedakarlik yapilarak yiiksek kaliteli yag elde edilmesi
amaglanmaktadir. Soguk pres sonucunda yaglh keklerde % 4 - 16 arasinda yag kaldigi
tespit edilmistir. Bu 6nemli bir oran olmakla beraber, kullanilan pilot sistemde daha fazla
yag elde etmek ve kekte daha az yag birakilmasi miimkiin olmamistir. TS 319 standardina
gore, hashas kiispelerinde % 3 - 6 arasinda yag bulunmalidir. Mavi tohumda (% 16.86) tam
tersi bir durum olmakla beraber sart (% 4.21) ve beyaz (% 10.03) tohumlarda enzim
muamelesinin kekte kalan yag miktarini disiirdiigii gozlenmistir. Yagh keklerde kalan kiil
miktar1 da % 5 - 10 arasinda 6l¢iilmiistiir. Yine standardin bildirdigi ortalama degere (% 9)
yakin bir bulgu s6z konusudur. Benzer sekilde ¢esitler ve muameleler arasindaki farklar
istatistik olarak Onemsizdir. Ham seliilloz ve yabanci madde miktarlar1 bu g¢alismada
Olciilmemistir. Bunlar i¢in standartta sirasiyla % 17 ve % 1 degerleri bildirilmistir. Genel
olarak soguk pres yontemiyle fazla hasar gormeden ve solvent kullanilmadan elde edilen
hashas yagli keklerinin, degerli bir yem hammaddesi olmasinin yani sira, bazi islemlerden

gecirildikten sonra insan gidasi olarak kullanilabilir oldugu degerlendirilmistir.

4.3. Soguk Pres Isleminde Yag Verimi

Herbir tekerriir iiretiminde dekantasyon isleminden sonra elde edilen berrak hashas
yaglarinin, iiretimde kullanilan tohum miktarina oranlanmasi ile yiizde deger olarak yag
verimlilikleri tespit edilmistir. Cizelge 4.3.’de yag verimleri ve sediment iceriklerine ait

veriler yeralmaktadir.

Elde edilen yag verimleri, muamele (p=0.066) ve g¢esit (p=0.083) etkisinden
bagimsiz olarak degismistir. Soguk pres hashas yaglarmin sediment iceriklerinin ¢esit
(p=0.159) ve muamele (p=0.808) farkliliklarindan etkilenmedigi belirlenmistir. Yag
verimleri incelendiginde; kontrol 6rnekleri arasinda siralamanin ¢oktan aza dogru ofis 4-
sarr>ofis 3-mavi>ofis 8 beyaz seklinde oldugu goriilmektedir. Kavurma islemi beyaz ve

mavi ¢esitlerde verimde artisa neden olurken, sar1 ¢esitde azalma gdzlenmistir. Enzim 6n
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isleminin ise mavi gesitin yag veriminde degisime neden olmasa bile, beyaz ve sari1 ¢esitler

g0z Online alindiginda genel olarak olumlu etkisi oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Haghag tohumlarinin soguk pres yag verimleri (%) ve sediment igerikleri (%)

Ozellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam
Kontrol 21.89+6.89 27.85+5.76 28.44+4.03 26.06+5.47
5 o Kavurma 22.18+0.28 29.36+2.62 24.33+£7.42 25.29+4.83 p=0.083
Yag verimi
Enzim 28.31+1.70 27.82+1.77 38.36+0.58 31.49+5.44
Toplam p=0.066 24.12+4.54 28.34+3.04 30.37+£7.48
Kontrol 1.92+0.08 1.17+£0.31 2.19+0.82 1.76+0.62
Sediment Kavurma 1.91+0.07 1.53+0.37 1.33+0.81 1.58+0.40 0.159
miktari Enzim 1.89+0.42 1.35+0.18 1.68+0.37 1.64+0.35 P
Toplam p=0.808 1.91+0.19 1.35+0.28 1.73+0.66

Yapilan bir calismada (Ering ve ark., 2009), 8 farkli c¢esit hashas tohumundan
soxhelet cihazi kullanilarak ¢ozgen ekstraksiyonuyla yag elde edilmistir. Yag verimi en
fazla 527 g/kg olarak, en az ise 483 g/kg olarak rapor edilmistir. Soguk pres teknigiyle
kiyaslandiginda ¢ozgen ekstraksiyonunun yag verimi agisindan ¢ok daha {istiin ve net

oldugu goriilmektedir.

Benzer bir diger arastirmada Rahimi ve ark. (2011), farkli hashas tohumlarindan
¢ozgen kullanarak yag elde etmisler ve yag oranini yaklasik olarak % 35 - 48 araliginda
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda yag verimi yaklasik % 22 - 38 olarak bulunmustur.
Soguk pres yontemiyle yag veriminin diisiik, kekte kalan yag miktarinin ise ¢ok daha
yilksek oldugu bir gercektir. Ancak bu islem ile yemeklik kalitede, rafinasyon
gerektirmeyen, ¢ozgen masrafi ve riski bulunmayan bir iiretim miimkiindiir. Ancak kekte
kalan yag miktarmin daha sonra ¢dzgenle alinmasi miimkiin olup, liretimin amacina ve

hedefine gore gerekli se¢imleri yapmak olanaklidir.

Yagda olgiilen sediment, dekantasyon isleminden sonra yagda kalan askidaki
partikiillerin ve nemin bir 6l¢iitiidiir. Genel olarak orneklerde % 1.17 - 2.19 oraninda
sedimente rastlanmistir. Oldukca diisiik olan bu oranin yag tiikketimi agisindan bir sorun
olusturmayacagi kanisina varilmistir. Gerektigi durumlarda soguk pres sonrasi yagin
filtrelenmesi veya santrifiij edilmesi miimkiindiir. Benzer uygulama siseleme Oncesinde

natiirel zeytinyaglarina uygulanmaktadir.
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4.4. Hashas Yaglarinin Fiziksel Ozellikleri

Bu arastirmada tretilen hashas tohumu yaglarina ait fiziksel analiz sonuglari
Cizelge 4.4.°de gosterilmistir. Hagshas yaglarinin kirilma indisi degerleri iizerinde gesit
(p=0.399) ve muamelenin (p=0.636) etkisi istatistik olarak dnemsizdir. Cesit ve muamele
interaksiyonlar1 da istatistiksel olarak onemsiz (p=0.251) oldugundan c¢esitlerden elde
edilen yaglarin kirilma indisi degerleri muamele farkliligina gore degisim
gostermemektedir. Hashas yaglarimin vizkozite degerleri {izerinde cesit (p=0.711),
muamelenin (p=0.428), cesit ve muamele interaksiyonlar1 (p=0.671) istatistik olarak
onemsiz oldugundan cesitlerden elde edilen yaglarin vizkozite degerleri muamele
farkliligina gore degisim gostermemektedir. Haghas yaglarinin L degerleri iizerinde ¢esit
(p=0.053) ve muamelenin (p=0.315) etkisi istatistik olarak dnemsizdir. Cesit ve muamele
interaksiyonlar1 da istatistik olarak onemsiz (p=0.186) oldugundan ¢esitlerden elde edilen
yaglarin L degerleri muamele farkliligina gore degisim gostermemektedir. Hashas
yaglarimin a* degerleri ¢esit (p=0.001), muamele (p=0.015) ve c¢esit ve muamele
interaksiyonlarindan (p=0.049) etkilenirken; yaglarin b* degerlerinin c¢esit (p=0.270),
muamele (p=0.109), ¢esit ve muamele interaksiyonlarindan (p=0.253) etkilenmedigi
belirlenmistir. Yine diger Ozelliklere benzer sekilde hashas yaglarmin 6zgiil agirlik
degerleri iizerinde ¢esit (p=0.182) ve muamelenin (p=0.209) etkisi istatistik olarak
Oonemsizdir. Cesit ve muamele interaksiyonlar1i da istatistik olarak 6nemsiz (p=0.422)
oldugundan cesitlerden elde edilen yaglarin 6zgiil agirlik degerleri muamele farkliligina
gore degisim gostermemektedir. Bulaniklik degerleri ise farkli olarak; cesit (p=0.000),

muamele (p=0.000), ¢esit ve muamele interaksiyonlarindan (p=0.000) etkilenmistir.

Hashas yag1 oOrneklerinde kirilma indisi degerleri 1.474 - 1.476 arasinda
Olciilmiistiir. Azcan ve ark. (2004), hashas yaglar1 i¢in kirilma indisini ortalama 1.4709
olarak rapor etmistir. Ayni1 ¢alismada, yaglarin ortalama yogunlugu 20 °C’de 0.940 olarak
verilmistir. Bu ¢alismada yogunluk 25 °C’de ve biraz daha diisiik olarak olgiilmiistiir.
Genel olarak elde edilen veriler literatiir ile uyumludur. Ornekler icin 6lciilen viskozite
degerleri 42.8 - 44.3 cP araligindadir. Bu Olgiimii karsilagtiracak herhangi bir degere
literatlirde rastlanmamuistir. Hashas yaglarinda bulaniklik degerleri 1 - 181 NTU arasinda
varyasyon gostermistir. Hem ¢esit hem de muamelelerin bu o6zellik {izerindeki etkisi
onemli bulunmustur. En yiiksek bulaniklik degerleri kontrol grubu (43.00 - 181.50 NTU)
ve ofis8 ¢esitinde (1.00 - 181.50) Ol¢tilmiistiir.
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Cizelge 4.4. Hashas yaglarimin fiziksel 6zellikleri

Ozellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi)  Ofis 4 (sar1) Toplam
Kontrol 1.475+0.000 1.476+0.001 1.475+0.000 1.475+0.000
Kirilma Kavurma 1.476+0.002 1.476+0.000 1.476+0.000 1.476+0.000
Indisi Enzim 1.476+0.000 1.476+0.000 1.475+0.001 1.476+0.001 p=0.399
(25°C) Toplam 1.476+0.000 1.476+0.000 1.475+0.001
p=0.636
Kontrol 43.80+1.55 43.20+0.14 43.15+1.20 43.38+0.93
Kavurma 43.35+1.06 43.90+0.42 44.30+0.00 43.85+0.66
Vizkozite Enzim 43.20+0.14 42.80+0.42 43.65+0.92 43.22+0.59 p=0.711
(25°C, cP)
Toplam 43.43+0.63 43.3£0.1 43.66+0.5
p=0.428
. Kontrol 0.919+0.007 0.920+0.001 0.921+0.000 0.920+0.001
Ofgul Kavurma 0.919+0.009 0.920+0.001 0.920+0.000 0.920+0.000
Agl:hk Enzim 0.920+0.004 0.921+0.000 0.920+0.001 0.920+0.000  p=0.182
,(gz/fm(;)’ Toplam 0.919+0.000 0.920+ 0.001 0.920=+ 0.000
p=0.209
Kontrol 181.50+1.50A 2" 43.00£0.00 Ca  168.00£1.41 Ba  130.83+68.3
Bulamkhk  Kavurma 1.00+0.00 Ab 1.00+0.00 Ab  1.50+0.05 Ab 1.17+0.41
(25°C, Enzim 3.504+0.50 Ab 1.00+0.00 Ab  1.5040.50 Ab 2.00+0.06 p=0.000
NTU) Toplam 62.00+9.58 15.00+1.69 57.00+5.98
p=0.000
Kontrol 52.53+1.30 54.09+0.07 52.42+1.44 53.02+1.21
Kavurma 53.31+0.50 54.05+0.33 54.02+0.53 53.79+0.52
L Enzim 52.08+1.31 53.64+0.27 54.69+0.08 53.47+1.32 p=0.053
Toplam 52.64+1.02 53.93+0.30 53.71+1.24
p=0.315
Kontrol 1.874+0.02 Ab 0.63+0.13 Aa 1.3340.56 Aa 1,27+0.61
Kavurma 1.2840.01 Ab 0.31+0.24 Aa 0.09+0.05 Aa 0.56+0.01
a* Enzim 3.31+0.83 Aa 1.29+0.41 Ba  0.24+0.19 Ba 1,62+0.02 p=0.001
Toplam 2.15+0.07 0.75+0.01 0.55+0.03
p=0.015
Kontrol 3.65+1.28 4.59+0.03 1.75+1.48 3.34+1.09
Kavurma 4.73+£0.20 4.84+0.03 4.87+0.17 4.81+£0.18
b Enzim 3.27+0.99 4.76+0.55 4.54+0.04 4.19+£1.01 p=0.270
Toplam 3.89+1.23 4.73+0.37 3.73+0.79
p=0.109

*Ayni stitundaki kiigiik harfler ayn1 ¢esitden elde edilen her bir yag 6rneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n islemlere
gore karsilagtirilmalarini gostermektedir.
** Aym satirdaki biiyiik harfler ise aynm1 6n islem uygulanan her bir yag 6rneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum cesitleri
arasindaki karsilagtirilmalarini gostermektedir.
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Kavurma islemiyle bulanikligin 6nemli diizeyde azaltildigi goriilmiistiir. Enzim
muamelesi de daha diisiik diizeyde olmak tizere bulanikligin azalmasina neden olmustur.
Kavurma isleminin daha saf yag eldesi i¢cin Onemli bir 6n islem oldugu ortaya
konulmustur. Yag Orneklerinin L degerleri genel olarak birbirine yakin degerlerdedir.
Enzim On islemi ofis 8 ve ofis 3 cesitlerine ait yaglarda L degerinde diismeye neden
olurken, ofis 4 ¢esidinde kontrol 6rnegine oranla artis gdzlenmistir. Renk Ol¢limiiniin a*
bileseni icin 0.09 - 3.31 aralifi ve b* bileseni i¢in 1.75 - 4.87 aralig1 Olclilmiistiir.
Literatiirde daha once hashas tohum yaglarinin renk 6zelliklerine ait herhangi bir veriye
rastlanmamistir. Dolayisiyla bu ¢alisma hashas yaglarinin fiziksel 6zellikleri agisindan da
literatlire degerli katkilar saglamaktadir. Yemeklik bitkisel yaglarin genel olarak parlak
acik sar1 renkte olmasi tercih edilen bir 6zelliktir. Bu acgidan bakildiginda, L (berraklik)
degerleri yiiksek ve a* ile b* degerleri en diisiik 6rnekler olan kontrol gruplari renk
acisindan en kabul edilebilir hashas yaglari olarak goriilebilir. Ancak istenmeyen bir
0zellik olan bulanikligin kontrol gruplarinda yiiksek olmasi nedeniyle, hem renk bilesenleri
hem de bulaniklik agisindan en kabul goren 6rnekler kavurma 6n islemi uygulanan yaglar

olmustur.

4.5. Hashas Yaglarinin Kimyasal Ozellikleri

Bu arastirmada elde edilen hashas tohum yaglarina ait kimyasal analiz sonuglar1
Cizelge 4.5.de verilmistir. Hashas yaglarinin asitlik degerleri iizerinde ¢esit (p=0.285),
muamele (p=0.173), cesit ve muamele interaksiyonlar1 (p=0.997) istatistik olarak
Oonemsizdir. Hashas yaglarinin asitlik degerleri muamele ve ¢esit farkliligina gore degisim
gostermemektedir. Hashas yaglarinin peroksit degerleri {izerinde cesit (p=0.017) ve
muamele (p=0.029) etkisi istatistik olarak onemli iken, ¢esit ve muamele interaksiyonlari
(p=0.149) istatistiki olarak dnemsizdir. Hashas yaglarinin peroksit degerleri muamele veya
cesit farkliligina gore degisim gostermektedir. Hashas yaglarinin sabunlasma sayisi; ¢esit
(p=0.596), muamele (p=0.120), ¢esit ve muamele interaksiyonlarindan (p=0.539)
etkilenmemektedir. Hashas yaglarinin iyot sayisi degerleri muamele (p=0.539) ve cesit
(p=0.769) farkliligina gore degisim gostermezken, fenol degerleri iizerinde ¢esit (p=0.001),
muamele (p=0.001), ¢esit ve muamele interaksiyonlart (p=0.000) istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur. Antioksidan 6zellikler TEAC degerleri ile incelenmis ve bu 6zellik {izerinde
cesit (p=0.120), muamele (p=0.119), cesit ve muamele interaksiyonlarinin (p=0.778)

istatistik olarak 6nemsiz olduklar1 belirlenmistir. Hashas yaglarinin sabunlagmayan madde
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icerikleri ise muamele (p=0.086) ve c¢esit (p=0.419) farkliligina gore degisim

gostermektedir.

Cizelge 4.5. Haghas yaglarinin kimyasal 6zellikleri

Ozellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam
Kontrol 6.37+1.7 4.00+15 3.42+0.92 4.60+1.06
Serbest asitlik Kavurma 3.224+0.35 1.50+0.00 1.25+0.07 1.994+0.98
(% linoleik asit) Enzim 6.93+2.50 4.05+0.30 4.45+0.46 s14t172  PTO283
Toplam p=0.173  5.51+1.05 3.18+0.18 3.04+1.69
Kontrol 1.37+0.28 0.68+ 0.44 0.95+ 0.24 1.00+0.48
_ . _ . Kavurma 1.29+0.06 0.82+0.11 0.85+0.11 0.99+0.26 -
f;:;kgz /iegg)e“ Enzim 2.98+0.78 1.82+0.39 0.72+0.23 1.84+0.16 p=0.017
Toplam p=0.029  1.88:0.02 1.11+0.67 0.84+0.25
Kontrol 137.00£2 .83 132.500.71 133.502.12 134.33+2.66
. Kavurma 135.00+5.66 141.00+8.49 135.00+0.00 137.00£5.51
g;’ltosgg;“ Enzim 138.50+6.36 134.00+1.41 137.50+3.54 136.674393 P=0.769
Toplam p=0.539  136.83+4.31 136.17+5.38 135.00+2.90
Kontrol 184.280.07 178.61=7.47 179.31+5.64 180.73%5.02
Sabunlagma Kavurma 187.63+4.65 186.33+2.81 183.49+0.84 185.8143.19
sayist Enzim 182.79+3.00 183.77+1.58 185.79+1.22 184.1142.1] P70-59
(mg KOH/g) Toplam p=0.120  184.90+3.41 182.90+5.06 182.86+3.93
Kontrol 0.67£0.01 "B’ 1.02+0.02 Aa 0.91+0.08 Aa 0.87+0.16
Sabunlasmayan Kavurma 0.79+0.11ABab  0.65+0.04 Bb 0.85+0.05 Aab  0.7620.11 00419
madde (%) Enzim 0.89+0.03 Aa 0.84+0.01 ABab  0.69+0.01 Bb 0.81+0.09
Toplam p=0.086  0.780.11 0.84+0.16 0.82+0.11
Kontrol 1.3320.16 Ab  2.63+0.28 Aa 1.69£0.05 Ab  1.88+0.63
Toplam fenl Kavurma 2.42+0.14 Aab  2.48+0.49 Aa 3.47+0.28 Ab 2.79+0.64 50,001
(maGA/I00g)  En7m 4.28+0.76 Ba 1.01+0.74 Ca 7.59+0.81 Aa 430+1.06
Toplam p=0.001  2.68+0.43 2.04+0.99 4.26+0.76
Kontrol 30.37+0.54 31.23+3.20 22.61+1.75 28.07+4.84
Kavurma 27.1442.06 23.25+3.58 20.26+1.56 23.55+4.16
E)‘?OCX /(;)“mm Enzim 43.91+153 32.03+2.14 26.6243.10 34184274 P0120
Toplam p=0.119  33.842.61 28.84+5.47 23.16+3.78

* Ayni stitundaki kiigiik harfler ayni gesitden elde edilen her bir yag 6rneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n islemlere
gore karsilagtirilmalarini gostermektedir.

** Aymi satirdaki biiylik harfler ise ayni 6n islem uygulanan her bir yag orneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum gesitleri
arasindaki karsilagtirilmalarini gostermektedir.

Hashas yag1 orneklerinde 6lgiilen serbest asitlik degerleri % 1.3 - 6.9 araliginda
degismektedir. Bu onemli varyasyonda genel olarak kavurma isleminin (% 1.3 - 3.2)
asitligi diigtirdiigii, 6te yandan enzim muamelesinin ( % 4.1 - 6.9) ise yiikselmeye neden
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.5.). Bu etki istatistiki olarak énemli olmamasina ragmen
verilerde agiklikla gozlenmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Bitki Adi ile Anilan Yaglar
Tebligine (Teblig No: 2012/29) gore, soguk preslenmis ve naturel yaglarda yasal olarak
asitlik sayisinin en fazla 4 mg KOH/g yag olmasi dngoriilmiistiir. Asitligin % 3’1 gectigi
durumlarda yagda eksi ve yakici lezzetler duyumsanabilir hale gelecegi icin, tiiketiciler

acisindan artik kabul edilemez bir {iriin haline gelmektedir (Kayahan ve Tekin, 2006).

Serbest asitligin yliksekligi durumunda, en azindan ndtralizasyon isleminin uygulanmasi
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gerekecektir. Halbuki soguk pres yagi iiretmenin bir amaci higbir rafinasyon islemi
yapilmaksizin tiiketilebilir kalitede yag tliretmektir. Burada kavurma isleminin serbest
asitlik kontroliinde ¢ok dnemli bir 6n islem oldugu goriilmektedir. Ote yandan enzim
muamelesi de asitligin bir miktar artmasina neden olmustur. Kullanilan enzim
preperatlarinin igeriginde yag hidrolizine sebep olan aktivitenin (lipolitik aktivite)
bulunmasi olasidir veya enzimin inkiibasyon siirecinde kismen hidroliz olay1 gergeklesmis

olabilir.

Omeklerde olgiilen peroksit degerleri (0.68 - 2.98 meq O,/kg) diisiik olmakla
birlikte, enzim muamelesi géren Orneklerde istatistiki olarak dnemli olmayan diizeyde de
olsa bir artig bulunmaktadir. Tespit edilen en yliksek peroksit degeri 2.98 meq O,/kg olup
ofis 8 ¢esidinin enzim muamelesi goren Orneginde Ol¢lilmistiir. Bu duruma inkiibasyon
stiresince hava oksijeni ile olan temasin neden oldugu diisiiniilebilir. Tiirk Gida Kodeksi
Bitki Adi ile Anilan Yaglar Tebligine (Teblig No: 2012/29) goére soguk preslenmis ve
naturel yaglarda peroksit sayist en ¢ok 15 meq Oy/kg olarak belirlenmis olup,

calismamizda tespit edilen degerler limitin oldukca altindadir.

Orneklerin iyot sayis1 133 - 141 araliginda olup kuruyan doymamis yaglar
siifindandir. Sabunlagsma sayis1 178 - 187 araliginda ve sabunlagsmayan madde orani
% 0.65 - 1.02 aralifinda belirlenmistir. Literatiirde (Firestone, 1999) hashas yag1 i¢in iyot
sayist 132 - 146 olarak, sabunlagma sayis1 188 - 196 olarak ve sabunlagmayan madde orani
% 0.4 - 1.2 olarak verilmistir. Azcan ve ark. (2004) ise hashas yaglar1 i¢in sabunlasma
sayisini 234, sabunlagmayan madde miktarii % 1.03, iyot sayisim1 139.6 ve peroksit
sayisint 39.0 olarak bildirmislerdir. Olgiilen degerler verilen literatiir bilgileriyle

uyumludur.

Haghas yag1 o6rneklerinde toplam fenol degeri 1.01 - 7.59 araliginda ve antioksidan
kapasite TEAC degeri olarak 20.26 - 43.90 araliginda (Cizelge 4.5) Olctilmiistiir.
Literatiirde hashas yaginin toplam fenol ve antioksidan kapasitesine dair herhangi bir
bulguya rastlanmamistir. Dolayisiyla dogrudan karsilastirmak olanaksizdir. Ancak mindr
bilesenlerce ¢cok zengin bir yag olarak bilinen naturel zeytinyagi iizerine yapilan pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Yilmaz ve Ogiitcii (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, naturel
zeytinyaglarinda toplam fenol icerigi 30 - 208 mg gallik asit’kg yag ve antioksidan
kapasite 0.60 - 5.61 Troloks esdegeri/kg yag olarak Sl¢iilmiistiir. Bu verilere gore soguk

pres hashas yagi hem fenolik madde miktar1 hem de antioksidan kapasite degeri agisindan
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naturel zeytinyagindan daha diisiik degerde bir yagdir. Ancak belli oranda antioksidan
aktivitenin bulundugu ve bu degerin bir gida iiriinii i¢in ortalama iyi bir deger oldugu da

gbzden kagirilmamalidir.

4.6. Hashas Yaglarinn Bilesen Ozellikleri

Calismada elde edilen hashas yaglarinda bilesen analizleri olarak tokoferol bilesimi,
sterol bilesimi ve yag asidi bilesimi analizleri yapilmistir. Bir yagin temel karakterini,
besin degerini ve stabilite 6zelliklerini belirlemede 6nem arz eden bir dizi veri elde
edilmistir. Gegerli analitik teknikler ve cihazlarla yapilan analiz sonuglar sirasiyla Cizelge

4.6., Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8.’de incelenmistir.

Cizelge 4.6. Haghas yaglarinin tokoferol bilesimi

Tokoferol Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam
(mg/100 g)

Kontrol 2.28+0.13 2.29+0.02 3.35+0.24 2.64+0.57  p=0.001
Alfa-tokoferol KaV}lrma 1.97+0.05 2.45+0.04 3.39+0.46 2.60+0.70

Enzim 1.32+0.32 2.09+0.22 2.69+0.43 2.03+0.71

Toplam 1.86+0.48 2.28+0.21 3.14+0.54

p=0.034

Kontrol 2498+1.13 "A'a  27.90+1.84 Aa 24.78+0.57 Aa 25.89+2.10 p=0.001
Gama- Kavurma  22.74+0.94 Aa 27.85+0.05 Aa  24.14+1.56 Aa  24.91+2.62
tokoferol Enzim 15.60+2.39 Bb 26.74+1.24 Aa  24.60+0.96 Aa  22.31+5.58

Toplam 21.11+4.72 27.49+1.52 24.51+41.25

p=0.027
Toplam Kontrol 27.26+1.42 30.19+2.58 28.12+1.14 28.52+1.95 p=0.001
I Kavurma  24.71%1.26 30.29+0.13 27.52+2.84 27.51+2.85

Enzim 16.92+3.83 28.83+2.07 27.29+1.96 24.35+6.17

Toplam 22.96+5.18 29.77+1.65 27.65+1.67

p=0.022

* Aynm siitundaki kiigiik harfler ayni g¢esitden elde edilen her bir yag 6rneginde tespit edilen degerlerin tohumlara
uygulanan 6n iglemlere gore karsilastiriimalarini géstermektedir.

** Aym satirdaki biiyiik harfler ise ayn1 6n islem uygulanan her bir yag 6rneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum
cesitleri arasindaki karsilastirilmalarimi géstermektedir.

Hashag yaglarinin alfa-tokoferol igerikleri iizerinde cesit (p=0.001) ve muamele
(p=0.034) etkisi 6nemli iken ¢esit ve muamele interaksiyonlar1 (p=0.694) istatistik olarak
onemsizdir. Hashas yaglarinin alfa-tokoferol igerikleri sadece ¢esit farkliligindan ve
muameleden etkilenmektedir. Hashas yaglarinin gama-tokoferol icerikleri tizerinde cesit
(p=0.001), muamele (p=0.027), cesit ve muamele interaksiyonlar1 (p=0.042) istatistik
olarak 6nemlidir. Haghas yaglarinin gama-tokoferol igerikleri muamele ve ¢esit farkliligina
gore degisim gostermektedir. Hashas yaglarinin toplam tokoferol igerikleri iizerinde ¢esit
(p=0.001) ve muamele (p=0.022) etkisi istatistik olarak dnemli iken ¢esit ve muamele

interaksiyonlar1 (p=0.063) istatistik olarak 6nemsizdir. Haghag yaglarinin toplam tokoferol
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icerikleri muamele veya cesit farkliligina gore degisim gostermektedir ve ¢esit-muamele
interaksiyonlar1 etkili degildir. Gama-tokoferol acisindan ornekler incelendiginde; en
yiiksek degerler tim muamele gruplarinda ofis 3-mavi ¢esidinde tespit edilmistir. Kavurma

ve enzim On islemleri gama-tokoferol diizeylerinde azalmaya neden olmustur.

Ering ve ark. (2009) tarafindan yapilan calismada énemli miktarda (195.37 - 280.85
ppm) y-tokoferol (ortalama deger 261.31 ppm) ve a-tokoferol (21.99 - 45.83 ppm,
ortalama deger 33.03 ppm) tespit edilmistir. Bir diger ¢calismada, Bozan ve Temelli (2008)
toplam tokoferol miktart 11.0 mg/100g hashas tohumu olarak bulunmustur. Bu ¢alismada
hashas yaginda sadece a- ve y-tokotrienol belirlenmistir. Genel olarak ¢alismamizda elde
edilen bulgular literatiirde bildirilen verilerle uygun bulunmustur. Hashas yagi érneklerinin

sterol bilesimi ise Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Sterol bilesimi iizerinde yapilan istatistik analizler sonucunda; yag Orneklerinde
tespit edilen tim sterol c¢esitleri (kolesterol, brassikasterol, 24-metilen kolesterol,
kampesterol, stigmasterol, delta-7 kampesterol, delta-5,23 stigmastadienol, klerosterol,
beta-sitosterol, delta-5 avenasterol, delta-5,24 stigmastadienol, delta-7 stigmastenol, delta-
7 avenasterol) lizerinde hem ¢esitin hem de muamelelerin etkisi istatistiksel olarak énemli
bulunmustur. Sadece kolesterol igerigi iizerinde muamele etkisi dnemsiz bulunmustur.
Omeklerin toplam sterol igerikleri de beklenildigi sekilde ¢esit ve muamele

farkliliklarindan etkilenmistir.

Ering ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢calismada 8 ¢esit hashas tohumundan elde
edilen yaglarda toplam sterol konsantrasyonu ortalama olarak 2916.20 ppm olarak
belirlenmistir. Ana sterol cesitleri B-sitosterol (663.91 - 3244.39 ppm), kampesterol
(228.59 - 736.50 ppm) ve A’-avenasterol (103.90 - 425.02 ppm) olarak bildirilmistir. Bir
diger kaynakta (Firestone, 1999), % deger olarak verilen sterol bilesimi sOyledir; beta-
sitosterol % 68, kampesterol % 22, stigmasterol % 3 ve A’ ve A’-avenasteroliin her birisi %
2. Bu calismada ana sterol bilesenleri olarak kolesterol 1.44 - 4.46 ppm, kampesterol 266 -
469 ppm, stigmasterol 40 - 66 ppm, beta-sitosterol 698 - 1555 ppm, A’-avenasterol 80 -
266 ppm ve toplam sterol 1140 - 2482 ppm olarak Olclilmiistiir. Genel olarak ¢aligmamiza
ait bulgular literatiir verileriyle uyumludur. Sonuglar incelendiginde kavurma isleminin ve
enzim muamelesinin steroller {izerinde dogrudan c¢ok belirgin bir artis veya azalisa neden

olmadig1 goriilmektedir. Kontrol gruplari kiyaslandiginda farklar bulunmaktadir, ancak
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farkliligin yoni degiskendir. Bu calismada elde edilen hashas yaglarinda yapilan yag

asitleri bilesimi analizinin sonuglari ise Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Haghas yaglarinin sterol bilesimi

Sterol (ppm) Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam

Kontrol 4.02+0.25"A"a  1.28+0.05 Bb 3.50+0.04 Aa 2.94+1.31 p=0.045
Kolesterol Kav_urma 4.46+0.85 Aa 3.06£1.15 ABab  1.44+0.26 Bb 2.98+1.63

Enzim 2.65+0.01 Aa 3.44+0.21 Aa 3.22+0.17 Aab 3.10+0.40

Toplam p=0.918 3.71£1.02 2.59+1.26 2.72+1.02

Kontrol TEDB 1.81+0.38 TEDB p=0.000
Brassikasterol Kavprma TEDB TEDB 2.61+0.32 -

Enzim TEDB TEDB TEDB

Toplam p=0.000

Kontrol 55.68+0.21 Aa 35.14+0.97 Bb 59.8242.73 Aa 50.22+11.96 p=0.000
24-metilen Kavurma 35,78+2,96 ABc  42,31+0,34 Aab 30.77+2.28 Bb 36.28+5.69
kolesterol Enzim 48.31+0.34 Bb 45.61+£2.57 Ba 63.42+0.64 Aa 52.45+8.74

Toplam p=0.000 46.59+9.20 41.02+5.09 51.33+16.17

Kontrol 466.71£10.7 Aa 280.79+2.78 Be 469.67+2.06 Aa 405.72497.04  p=0.000
Kampesterol Kav_urma 428.58+6.41 Ab  403.02+1.03 Ba 266.21+0.43 Cc 365.93+78.19

Enzim 432.3240.11 Ab 381.19+0.87 Bb 449.9943.12 Ab 421.17432.03

Toplam p=0.000 442.54+20.40 355.00+58.34 395.29+100.40

Kontrol 65.93+1.72 Aa 44.29+0.75 Be 63.88+0.29 Aa 58.04+10.75 p=0.000
Stigmasterol Kavyrma 52.51+043 Ac 54.24+1.99 Ab 39.60 +0.16 Bc 48.78+7.27

Enzim 59,36+0,08 Ab 56.96+0.21 Aa 58.75+0.52 Ab 58.36+1.17

Toplam p=0.000 59.2746.11 51.8346.12 54.078+11.45

Kontrol 11.4942.42 Aa 3.62+1.31 Bb 14.61+0.51 Aa 9.91+5.37 p=0.032
Delta-7 kampesterol Kav_urma 10.01 £0.15 Aa 3.77+3.77 ABb 1.77+0.05 Bb 5.18+1.52

Enzim 9.51+0.01 Aa 12.3742.25 Aa 15.73+0.22 Aa 12.54+3.13

Toplam p=0,002 10.33+1.79 6.58+1.33 10.71+6.95

Kontrol TEDB 1.90+1.90 12.68 +£1.09 p=0.000
Delta-5,23 Kavurma TEDB TEDB TEDB -
stigmastadienol Enzim TEDB 9.13+ 1.64 15.26+0.22

Toplam p=0.000

Kontrol 27.67+1.88 Aa 23.48+0.51 Ba 21.73+£ 0.04 Ba 24.29+2.99 p=0.000
Klerosterol Kav_urma 23.44+0.18 Ab 22.98+0.34 Aa 14.20+0.30 Bb 20.21+4.67

Enzim 23.93+0.01 Ab 23.57+1.06 Aa 20.53+0.02 Ba 22.67+1.80

Toplam p=0.000 25.013+£2.38 23.34+0.83 18.82+3.63

Kontrol 1554.7+50.5 Aa 920.7+12.2 Cc 1221.8+13.0 Ba 1232.44285.7  p=0.000
Beta-sitosterol Kav_urma 13858 £154 Ab  1321.9+16.8 Aa  697.88+ 6.99 Bb 1135.2+340.3

Enzim 1363.4 £0.1 Ab 1217.7+11.4 Bb 1142.7426.8 Ba 1241.3£102.0

Toplam p=0.000 1434.6+99.3 1153.4+186.8 1020.8+253.4

Kontrol 266.27+9.93 Aa 114.24+1.47 Bb 245.86+1.19 Aa 208.79+74.08
Delta-5 avenasterol Kavyrma 245.14+3.50 Aa 240.58 +4.57 Aa 80.45+0.23 Bb 188.72+83.97

Enzim 243.64+0.25 Aa 220.2+13.6 Aa 236.73+4.25 Aa 233.53+14.03

Toplam p=0.000 251.68+13.13 191,68+61.36 187,68+83.21

Kontrol 13.89 £0.67 Aa 0.83+0,06 Bb 12.80+0.34 Aa 9.18+4.50 p=0.000
Delta-5,24 Kavurma 14.55+0.16 Aa 11.69+2.35 Aa 1.64+0.08 Bb 9.29+3.24
stigmastadienol Enzim 13.05+0.20 Aa 12.47+0.38 Aa 13.60+0.33 Aa 13.04+0.61

Toplam p=0.000 13.83+0.82 8.3342.01 9.35+2.99

Kontrol TEDB 1,19 £0,07 TEDB p=0.000
Delta-7 Kavurma TEDB TEDB TEDB -
stigmastenol Enzim TEDB TEDB TEDB

Toplam p=0.000

Kontrol 15.28+0.88 Aa 2.06+0.12 Bb 16.32+1.00 Aa 11.2247.16 p=0.000
Delta-7 avenasterol Kav_urma 16.27+0.26 Aa 15.82+0.13 Aa 2.97+0.44 Bb 11.68+6.76

Enzim 16.22+ 0.48 Aa 13.65+2.38 Aa 16.96+0.36 Aa 15.61+2.20

Toplam p=0.001 15.93+0.82 10.51+6.78 12.08+5.83

Kontrol 2481.6+78.8 Aa 1431.3+21.6 Cb 2142.6+17.7 Ba 2018.5+482.3  p=0.000
Toplam Sterol Kavprma 2216.5+22.4 Ab 2119.4+3.8 Aa 1139.5+9.5 Bb 1825.1+533.1

Enzim 2212.4+0.2 Ab 1996.3+12.2 Ba 2036.9+35.1 Ba 2081.9+105.4

Toplam p=0.000 2303.5+147.4 1849.0+328.6 1773.0+493.6

TEDB:tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.

*Ayni stitundaki kiigiik harfler ayn1 ¢esitden elde edilen her bir yag 6rneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n islemlere
gore karsilagtirilmalarini gostermektedir.

**Ayni satirdaki biiyiik harfler ise ayni 6n islem uygulanan her bir yag orneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum gesitleri
arasindaki karsilagtirilmalarini gostermektedir.
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Cizelge 4.8. Hashas yaglarimin yag asidi bilesimleri

Yag Asiti Muamele Ofis 8-beyaz  Ofis 3-mavi  Ofis 4-sar Toplam
(%)

Kontrol 8.91+0.13 9.46+0.11 8.73+0.13 9.04+0.35 p=0.000
Kavurma 8.78+0.01 9.38+0.05 8.66+0.03 8.94+0.35

Palmitik asit Enzim 8.68+0.12 9.45+0.02 8.71+0.00 8.95+0.39
Toplam p=0.262 8.79+0.15 9.434+0.07 8.71+£0.07
Kontrol 2.29+£0.08 2.254+0.04 2.494+0.04 2.34+0.13 p=0.000
Kavurma 2.21+0.01 2.23+0.01 2.57+0.01 2.33+£0.18

Stearik asit Enzim 2.324+0.19 2.24+0.02 2.51£0.00 2.36%0.15
Toplam p=0.837 2.27+0.11 2.2440.02 2.524+0.04
Kontrol 13.61+0.60 13.56+0.01 14.28+0.07 13.82+0.45  p=0.002
Kavurma 13.22+0.01 13.51£0.07 14.26+£0.08 13.67+0.48

Oleik asit Enzim 13.75+0.81 13.57+0.08 14.73£0.00 14.02+0.66
Toplam p=0.256  13.53+0.51 13.55+0.06 14.42+0.24
Kontrol 74.52+0.10 74.23+0.14 73.95+£0.24 74.24+0.53  p=0.003
Kavurma 75.21+£0.01 74.20+0.09 73.07£0.44 74.17+0.98

Linoleik asit Enzim 74.65+0.78 74.11+£0.09 73.48+0.01 74.08+0.63
Toplam p=0.852  74.794+0.65 74.18+0.10 73.50+0.45
Kontrol 0.58+0.00 0.47+0.01 0.52+0.01 0.524+0.05 p=0.000

Gama- KaV}lrma 0.57+0.01 0.48+0.00 0.58+0.01 0.54+0.04
Enzim 0.56+0.05 0.49+0.01 0.55+0.00 0.54+0.04

linolenik asit  p. /1 p=0.352 0.57:0.02 0.48£0.01  0.55+0.03

Haghag yaglariin palmitik asit miktarlar1 (% 8.71 - 9.46) tizerinde ¢esit (p=0.000)
etkisi 6nemli iken, muamele (p=0.262) ile ¢esit ve muamele interaksiyonlari (p=0.620)
istatistik olarak Onemsizdir. Hashas yaglarimin palmitik asit igerikleri sadece cesit
farkliligindan etkilenmistir. Hashas yaglarinin stearik asit ( % 2.21 - 2.57) miktarlar
tizerinde ¢esit (p=0.000) etkisi onemli iken, muamele (p=0.837) ile ¢esit ve muamele
interaksiyonlar1 (p=0.540) istatistik olarak Onemsizdir. Hashas yaglarinin stearik asit
icerikleri sadece c¢esit farklihigindan etkilenmektedir. Yag ornekleri % 13.61 - 14.73
oraninda oleik asit icermekte olup; bu yag asidinin ¢esit (p=0.002) farkliligindan
etkilenirken, muamele (p=0.256) ile cesit ve muamele interaksiyonlarindan (p=0.766)
etkilenmedigi tespit edilmistir. Haghas yaglarmin oleik asit igerikleri sadece g¢esit
farkliligindan etkilenmektedir. Linoleik asit (% 73.07 - 74.65) miktarlan iizerinde gesit
(p=0.003) etkisi onemli iken, muamele (p=0.852) ile cesit ve muamele interaksiyonlar
(p=0.287) istatistik olarak dnemsizdir. Yag o6rneklerinin gama-linolenik asit miktarlar1 (%
0.47 - 0.58) ¢esit farkliligindan (p=0.000) etkilenirken, muamele (p=0.352) ile cesit ve
muamele interaksiyonlari (p=0.128) istatistik olarak Onemsizdir. Yapilan calisma ile
hashas yagiin linoleik asit grubundan bir bitkisel yag oldugu bir kez daha kanitlanmistir.
Yag asidi  igerikleri  linoleik>oleik>palmitik>stearik>gama-linolenik ~ seklinde
siralanmaktadir. Cesitler, bu yag asitlerini hemen hemen ayni oranlarda igermektedirler ve

muamelelerin yag asitlerinin oranlarinda 6nemli bir degisime neden olmadig1 sdylenebilir.
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Bajpai ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada ortalama degerlere gore hashas
yaglarinda ana yag asitleri oleik asit (% 37.1) > palmitik asit (% 27.3) > linoleik asit
(% 17.2) seklindedir. Yag miktar1 agisindan zengin olan orneklerde palmitik asit oram
diisiik ve linoleik asit oran1 ise yiiksektir. Yiiksek oranda oleik asit igeren Ornekler ayrica

Oonemli oranda da palmitik asit ve nispeten diisiik oranda linoleik asit igermistir.

Bozan ve Temelli (2003), hashas yaginda major olarak % 73 linoleik, % 10 palmitik
ve % 13 oleik asit bulundugunu bildirmislerdir. Azcan ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir
calismada ise ti¢ farkli hashas c¢esidinin GC/MS ile yapilan yag asitleri profili
analizlerinde; stearik asit % 2.5 - 3.2, linolenik asit % 0.4 - 0.6, palmitik asit % 10 - 13,
oleik asit % 16.1 - 24.7 ve linoleik asit % 56.4 - 69.2 oranlarinda tespit edilmistir. Ana yag
asidi olan linoleik asit beyaz tohumlulardan elde edilen hashas yaginda en yiliksek oranda
(% 69.2) goriilirken, mavi tohumlulardan elde edilen yagda en diisiik seviyededir
(% 56.4). Buna ilave olarak beyaz tohumlulardan elde edilen hashas yaginda doymamais
yag asitleri oran1 (% 85.9) en yiiksektir.

Haghag tohum yaglar {izerine gerceklestirilen diger bir calismada, % 12.20 palmitik,
% 0.27 palmitoleik, % 2.30 stearik, % 22.19 oleik, % 59.87 linoleik, % 1.30 linolenik,
% 0.67 arasidik, % 0.16 gadoleik ve % 0.29 erusik asitler belirlenmistir (Ryan ve ark.,
2007). Ering ve ark. (2009), yapmis olduklar1 calismada farkli hashas cesitlerini
incelemisler; ana yag asitleri olarak linoleik asit (687.6 - 739.2 g/kg), oleik asit (141.3 -
192.8 g/kg) ve palmitik asit (76.8 - 92.8 g/kg) belirlemislerdir.

Yakin zamanda yapilan bir baska calismada ortalama olarak 18 farkli hashas
tohumunda % 8 - 10 palmitik, % 2 - 2.5 stearik, % 13 - 17 oleik, % 68 - 74 linoleik ve %
0.5 - 0.8 oranlarinda linolenik asitler belirlenmistir (Rahimi ve ark., 2011). Genel olarak
yapmis oldugumuz bu calismada elde edilen yag asidi bilesimi bulgulart literatiir
verileriyle Ortiigmektedir. Dolayisiyla hashas yagii linoleik asitce zengin (linoleik
gruptan), ancak yeteri kadar oleik ve palmitik asidi de igeren dengeli, besleyici degeri

yiiksek bir yag olarak kabul etmek miimkiindiir.
4.7. Hashas Yaglarinin Ucucu (Aromatik) Bilesen Ozellikleri

GC-MS sisteminde hashas yag1 drneklerindeki tiim ugucu bilesenler analiz edilmis

ve elde edilen bulgular Ek ¢izelge 1.’de gdsterilmistir. Orneklerin ucucu bilesen analizleri
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SPME teknigi kullanilarak GC/MS cihaziyla gergeklestirilmistir ve toplam ion

kromatogrami sekil 4.1.’de goriilmektedir.

Derisim

1500000
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e )

500 10.00 1500 2000 2500 2000 35.00

Zaman {dk)

Sekil 4.1. Hashas yaglart aroma analizleri GC/MS kromatogrami

Hashas yag1 oOrneklerinde toplamda 87 adet aromatik madde tespit edilmistir.
Orneklerin cogunda tespit edilebilir konsantrasyonda belirlenen baslica ugucu aroma
maddeleri 1-hekzanol, 1-okten-3-ol, 1-pentenol, gamma-biitirolakton, gamma-nonalakton,
gamma-oktalakton, 2-heptanon, 2-nonanon, 2-pentanon, 3-ethyl-2methyl-1,3-hekzadien,
trimetilsil vanilin, alfa-pinen, dI-limonen, merkaptoasetik asit, naftalen, n-dekanal, n-
heptanal, n-hekzanal ve kaprilik asitdir. Ek Cizelge 1. dikkatli incelendiginde
goriilmektedir ki ugucu bilesenlerden; 1-hekzanol, 2-heptanon, 2-pentanon, 2-pentil furan,
3-etil-2-metil 1,3-hekzadien, trimetilsil vanilin, 3-okten-2-one, 4-hidroksifenilasetik asit,
alfa-pinen, dI-limonen, dimetil sulfon, merkaptoasetik asit, n-hekzanal ve n-nonanal biitiin
muamele gruplarinda tespit edilmistir. Genel olarak hashas yaglarinin aromasi; yagli,
fistiks1, kremsi, kavrulmus, tatli-meyve, wax, samansi-ahsap, turunggil gibi ifadelerle
tanimlanir. Bu nedenle hashas yagi, aromatik ve zengin aromaya sahip 6zel bir bitkisel yag
cesididir. Ek ¢izelge 1.’de goriilecegi ilizere aroma bilesenlerinden 4-etil benzealdehit, 2-
metil-5-pirazin, 2,3-dimetil-5-etil pirazin, 2,4-nonadienal, 2-etil-3,5-dimetil pirazin ve
dimetil sulfoksit sadece kavurma 6n islemi uygulanan hashas tohumlarindan elde edilen
yaglarda tespit edilmistir ve kontrol ile enzim muamele gruplarinda bu bilesenler

belirlenmemistir. Bu beklenen bir durum olup; gidalarda bulunan cesitli pirazin gruplar
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genel olarak kavrulmus, pismis, karamelize, aci, fistiksi, findiks1 ve benzer duyusal
terimlerle iliskilendirilmektedir (Ek c¢izelge 1.). Bu ugucu maddeler genellikle 1s1
uygulamasi sirasinda proses uygulanan gidalar, peynir ve kizarmis biftek vb. gidalarda
olusarak tiiketici tercihlerini pozitif yonde etkilemektedirler (Krist ve ark., 2005). 2-metil
propanal ve benzaldehit-fenilmetanal bilesenleri sadece enzim o©n islemi uygulanan
tohumlardan elde edilen yaglarda tespit edilmis olup; 2-metil propanal kuvvetli malt
aromasindan sorumludur ve enzimatik aktivite sirasinda olustugu diisiiniilmektedir. Etanol
sadece kontrol Orneklerinde tespit edilen ve kavurma ile enzim Orneklerinde

belirlenemeyen tek ugucu bilesen olmustur.

Krist ve ark. (2005) tarafindan yapilan calisma ile karsilastirildiginda, elde ettigimiz
yag Orneklerimizde c¢ok daha detayli ve fazla sayida ucucu bilesen tespit edildigi
goriilmektedir. Bunun sebebinin tohumlara uygulanan 6n islemler oldugu diistiniilmektedir.
Bu calismada hashas yaglarinda belirlenen 30 farkli ugucu bilesen listelenmis olup, ayni
bilesenler bizim yag 6rneklerimizde de tespit edilmistir. Krist ve ark. (2005)’nin aksine yag
orneklerimizde kamfen, pentanal, biitan-2,3-diol ve hekzalakton tespit edilmemistir. Ancak

bazi diger lakton ¢esitleri ve pentanol belirlenmistir.

4.8. Haghas Yaglarinin Duyusal Ozellikleri

Orneklerde tanimlayici duyusal analiz lezzet profil testi ydntemiyle, 9 egitimli
panelist tarafindan 12 tamimlayici terim kullanilarak ve 3  tekerriirlii olarak
gergeklestirilmistir. Olgiimlerden elde edilen medyan deger ortalamalar1 Cizelge 4.9.’da

gosterilmigtir.

Non-parametrik Kruskal Wallis Testi her muamele grubunun kendi i¢inde ayr1 ayri
uygulandiginda ayn1 muameleye tabi tutulan ¢esitler arasinda incelenen 12 farkli aroma

terimi acisindan istatistik olarak dnemli fark olmadig1 gézlenmistir.

Yapilan non-parametrik Kruskal Wallis Testi sonucunda (cizelge 4.10.) cesitler
arasinda incelenen duyusal ozellikler olan hashasims: (p=0.347), kavrulmus (p=0.707),
findigims1 (p=0.735), samans1 (p=0.606), buruk (p=0.685), mumsu (p=0.277), mayams1
(p=0.236), baharatli (p=0.868), ac1 (p=0.115), tath aromatik (p=0.343) ve yakic1 (p=0.342)

terimleri agisindan fark olmadigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.9. Haghag yaglarinin duyusal analizlerine ait medyan degerler

Duyusal

Oellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1)
Kontrol 29 2.55 2.7
Hashasimsi Kavurma 2.95 2.65 2.8
Enzim 29 2.65 2.55
Kontrol 2.1 1.8 2.1
Kavrulmus Kavurma 2.7 2.2 2.6
Enzim 2.85 2.85 2.35
Kontrol 2.45 2.15 2.25
Findigimsi Kavurma 2.55 24 2.75
Enzim 2.2 24 2.35
Kontrol 1.5 1.7 1.5
Samansi Kavurma 1.4 0.75 1.2
Enzim 1.35 1.25 1.4
Kontrol 1.1 1.15 1.35
Buruk Kavurma 09 1.1 09
Enzim 1.4 1.5 0.95
Kontrol 1.3 1.5 1.4
Mumsu Kavurma 1.45 1.15 1.3
Enzim 1.65 1.85 1.3
Kontrol 1.4 1.1 1.25
Mayamsi Kavurma 1.1 1.2 0.95
Enzim 1.6 1.75 1.0
Kontrol 0.9 1.0 1.1
Baharath Kavurma 1.15 0.85 1.0
Enzim 1.3 1.2 1.0
Kontrol 2.15 1.25 1.35
Toprak Kavurma 1.45 0.7 1.0
Enzim 1.25 1.15 0.9
Kontrol 1.4 1.1 1.4
Aci Kavurma 1.1 0.35 0.8
Enzim 1.45 1.3 0.8
Tatl Kontrol 0.9 0.65 0.9
aromatik Kavprma 1.2 1.2 1.15
Enzim 0.7 1.2 1.4
Kontrol 1.7 1.5 1.7
Yakic Kavurma 1.15 0.9 1.2
Enzim 1.9 1.3 0.9

Cesitler arasinda toprak terimi agisindan (p=0.038) olan fark istatistiksel olarak
onemlidir. Tohumlar arasindaki genetik varyasyonun, elde edilen yaglar icin yapilan
duyusal tanimlamada ¢ok belirleyici bir faktér olmadigi ortaya cikmistir. Dolayisiyla,
tilkketici duyusal algist acisindan bu tohumlardan elde edilen yaglar birbirleri yerine
kullanilabilirler. Hashas yaglarinda baskin olarak ortaya c¢ikan duyusal tanimlayict
terimlerin haghagimsi, kavrulmus, findigimsi1 ve toprak terimleri oldugu goriilmiistiir. Cogu

ornekte aci1 degerleri oldukca diisiiktiir. Bu durum, yagin kabul edilebilirligi acisindan
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olduk¢a onemlidir. Benzer sekilde buruk ve mayamsi terimlerine ait skorlarin da diisiik
olmasi hashas yaginin kabul edilebilirligi agisindan olumlu olarak degerlendirilebilir.
Duyusal verilerin sadece ¢esitler aras1 karsilastirmasinda kullanilan veriler cizelge 4.10° da

gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Hashas yaglarinin duyusal analizlerine ait medyan degerlerinin c¢esitler arasi

kargilastiriimasi
Duyusal Ozellik Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sarn)

Hashasimsi (p=0.347) 2.8 2.6 2.6
Kavrulmus (p=0.707) 2.55 2.25 2.25
Findigimsi (p=0.735) 2.35 24 2.4
Samansi (p=0.606) 1.4 1.25 1.4
Buruk (p=0.685) 1.1 1.15 1.0
Mumsu (p=0.277) 1.55 1.40 1.30
Mayamst1 (p=0.236) 1.40 1.25 1.0
Baharatli (p=0.868) 1.1 1.1 1.0
Toprak (p=0.038) 1.5 1.1 1.2
Act (p=0.115) 1.35 0.9 1.0
Tath aromatik (p=0.343) 0.8 1.1 1.2
Yakici (p=0.342) 1.45 1.2 1.2

Benzer sekilde wverilerin sadece muameleler arasinda Kkarsilastirilmas: da
yapilmistir. Yapilan non-parametrik Kruskal Wallis Testi sonucunda muameleler arasinda
incelenen duyusal oOzellikler olan hashasimsi (p=0.726), buruk (p=0.121), mumsu
(p=0.192), mayams1 (p=0.209), baharathh (p=0.374), toprak (p=0.132), act (p=0.088),
yakicr (p= 0.133) terimleri acisindan fark olmadig1 tespit edilmistir. Muameleler arasinda;
beklenen sekilde kavrulmus (p=0.012), findigimsi (p=0.032), samansi (p=0.045) ve tatl
aromatik terimleri (p=0.033) agisindan olan farklar istatistiksel olarak 6nemlidir. Duyusal
verilerin sadece muameleler arasi karsilastirmasinda kullanilan veri Cizelge 4.11°de

gosterilmistir.

Yagli tohumlara uygulanan 6n hazirlik islemleri (muameleler) olan kavurma ve
enzim etkisi duyusal tanimlamalarda kavrulmus, findigimsi, samansi ve tatli aromatik
terimlerinde farkliliga neden olmustur. Ozellikle kavurma islemiyle olusan Maillard
reaksiyonu tirlinlerinin ad1 gegen kavrulmus, findigimsi ve tatli aromatik skorlarini artirdigi

gOriilmis olup, bu durum beklenen bir sonugtur.
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Cizelge 4.11. Hashas yaglarinin duyusal analizlerine ait medyan degerlerinin muameleler arasi

karsilastirilmasi
Duyusal Ozellik Kontrol Kavurma Enzim

Hashasims1 (p=0.726) 2.7 2.7 2.6
Kavrulmus (p=0.012) 2.1 2.5 2.5
Findigimsi (p=0.032) 2.3 2.5 24
Samansi (p=0.045) 1.5 1.2 1.3
Buruk (p=0.121) 1.1 1.0 1.4
Mumsu (p=0.192) 1.4 1.2 1.5
Mayamsi (p=0.209) 1.2 1.1 1.6
Baharath (p=0.374) 1.1 1.1 1.2
Toprak (p=0.132) 1.4 1.0 1.2
Act (p=0.088) 1.25 0.8 1.25
Tatli aromatik (p=0.033) 0.8 1.2 1.2
Yakict (p=0.133) 1.45 1.15 1.35

Ote yandan yapilan muameleler, samansi terimine ait skorlarda diisiise neden olmus
ve tohumdan gelen ham aromanin O6nlenmesine yardimci olmustur. Dolayisiyla yapilan
muamelelerin, 6zellikle kavurma isleminin, hashas yaglarinin duyusal 6zellikleri iizerine

olduke¢a olumlu sonuglar sagladigi sdylenebilir.

Orneklerde olgiillen 12 adet duyusal tanimlayici terimin tiim 6rneklerde nasil

degistigini daha kolay izlemek icin 6riimcek-ag1 modeli de uygulanmstir.

1
——B-K
1. Hashassi MK
2.Kavrulmus 1 3 gy 5 -
3. Findigimsi [
4. Samansi ~—BR
5. Burul
uruk e M-R
6. Mumsu
7. Mayamsi / ——5-R
8. Baharath / \
9. Toprak 10 / 4 B-E
10. Aal \ / M-E
11. Tath A /
aromatik / SE
12. Yakia /
\. g K:Kontrol
e 5 R:Kavrulmusg
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Sekil 4.2. Duyusal analiz verilerinin ériimcek-ag modeliyle gdsterimi
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4.9. Hashas Yaglarimin Tiiketici Testleri
Aromatik bilesenlerin analizi ve duyusal tanimlarin ardindan, soguk pres yontemiyle
elde edilen yaglarin tiiketici testleri gergeklestirilmistir. Yag Orneklerinin goriiniis, renk,

koku ve tat 6zelliklerine ait hedonik veriler Cizelge 4.12.’de goriilmektedir.

Cizelge 4.12. Hashas yaglarina ait tiiketici kabul testleri sonuglari (n = 50)

Ornek Muamele Goriiniis Renk Koku Tat
Kontrol 3.68+0.17*C  3.70+0.17°  3.54+0.15° 3.38+0.16°

Ofis 8 (beyaz) Kavrulmus 4.10£0.14°  4.04£0.15°  4.00+0.16"  3.98+0.14"
Enzim 4.84+0.15%  4.86+0.14%  4.04£0.17"  3.90+0.17%

Kontrol 4.66+0.11%  4.52+0.11%  3.70£0.12°  3.70+0.14*

Ofis 3 (mavi) Kavrulmus 4.70£0.11%  4.52+0.12"%  4.1120.14*  4.09+0.14*
Enzim 4.66+0.15"  4.54+0.15" 3.45+0.17°  3.54+0.16"

Kontrol 4.48+0.13%  4.33+0.13°  4.02+0.15° 4.71+0.61"*

Ofis 4 (sar1)  Kavrulmus 4.82+0.12%  4.89+0.11*  4.49+0.14% 4.45+0.15"
Enzim 439+0.15%  4.41+0.14° 3.98+0.17°  3.74+0.15°

*Ayni satirdaki bityiik harfler ayn1 muamele uygulanan gesitler arasindaki hedonik 6l¢timlerin farkliligini ifade eder.

Tiiketici testlerinin ¢ogunlugunda 4 ve iizerindeki skor degerlerinin elde edilmis
olmasi, hashas yagi orneklerinin tiiketici begenisini kazandigini gostermektedir. Genel
olarak, kavrulmus 6rneklerin tat ve kokulart kontrol ve enzim uygulanan 6rneklere gore
daha fazla begenilmistir. Diger yandan en diisiik koku ve tat skorlari, ofis 8 ¢esidi hari¢
olmak tiizere, enzim drnekleri arasinda tespit edilmistir. Tiiketicilere ait hedonik verilerden
yararlanilarak tiiketicilerin en ¢ok tercih ettikleri {i¢ 6rnek belirlenmistir (Cizelge 4.12.).
Secilen en iyi Ui¢ Ornek; ofis 3-kavrulmus, ofis 4-kavrulmus ve ofis 8-enzim olarak
belirlenmigtir. Secilen bu ¢esit ve muamele gruplarina ait yag orneklerine 3 haneli bir
numara verilmis, 3 oturum olacak sekilde toplamda 150 farkli tiiketiciye tadim testi
uygulanmustir. Orneklerin tercih edilme oranlar1 Sekil 4.3.’de verilmistir. Ofis 4-kavrulmus
grubuna ait 6rnekler % 53.55 orani en fazla tercih edilen yag iken, bunu % 36.66 orani ile
ofis 3-kavrulmus ve % 10.00 orani ile ofis 8-enzim ornekleri izlemektedir. Elde edilen
verilere dayanilarak, yag ornekleri sadece duyusal olarak (sagliga etkisi veya fiyat etkisi
diistiniilmeksizin) tiiketiciler tarafindan degerlendirilirse; kavurma on islemi uygulanan
orneklerin daha fazla tercih edilebilecegi, bunun yani sira kavurmanin hashas yaglarinin

kalite ve verim 6zelliklerinde de artisa neden oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Secilen hashas yaglarinin tiiketiciler tarafindan tercih edilme oranlari

4.10. Verilerin Coklu Karsilastirilmasi

Orneklerde 6lciilen parametrelerin birbirleriyle olan coklu iliskilerini ayni anda
degerlendirebilmek i¢in gelistirilmis bir istatistik grafik yontemi olan Multidimensional
Scaling (MDS) ile degiskenlerin birbirlerine olan yakinligi veya benzerligi gorsel olarak
incelenebilmektedir. Bu analizde oOl¢iimiin gecerlilik seviyesi stress degeri ile
bildirilmektedir. Genel olarak stress degeri 0.025 ve altinda olan verilerin ¢ok iyi, 0.05’e
kadar iyi, 0.10’a kadar kabul edilebilir ve 0.20’ye kadar ise zayif olarak ayrildigi
sOylenebilir. Sadece kavurma islemine tabi tutulan 6rneklerde 6lgiilen 15 fiziko-kimyasal
ozelligin benzerligi ve mesafeleri Sekil 4.4.’de MDS grafigiyle gosterilmistir. Stress degeri
yiiksek olmasina ragmen, birbirinden ayrilmis 4 adet grup goriilmektedir. Birinci grupta
antioksidan kapasite, toplam sterol miktari, sabunlasmayan madde ve a* degeri yer
almistir. Bu Orneklerde adi gecen ozelliklerin birlikte degistigi ve korelasyon verdigi
soylenebilir. Ikinci grup ise; iyot sayisi, b* degeri, bulaniklik ve peroksit sayisindan
olugmaktadir. Bu grup orneklerde doymamislik seviyesinin peroksit sayistyla iliskili
oldugu soylenebilir. Ugiincii grup; L degeri, toplam tokoferol, sabunlasma sayisi, serbest
yag asitligi, yogunluk ve vizkozite degerlerinden olusmustur. Yogunluk ve vizkozitenin
iligkili olmas1 beklenen bir durumdur. Sabunlagsma sayis1 ve toplam tokoferol oraninin da
iligkili olmas1 beklenebilir. Ciinkii tokoller sabunlagsmayan madde sinifi i¢inde yer alirlar.
Son grup tek basina diger tiim Olglimlerden ayrilmis goriilmekte olup, toplam fenol
degerinden olugmustur. Kavrulmus orneklerde toplam fenol oranmi1 diger parametreler ile

iligkili bulunmamustir.
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Sekil 4.4. Sadece kavurma islemine tabi tutulan o6rneklerde Slgiilen 15 Fiziko-Kimyasal 6zellige
iligkin dagilim (Stress: 0.20955, RSQ:0.76539) (Kisaltmalar; viz:vizkozite, den:yogunluk,
ntu:bulaniklik, L:degeri, a:a* degeri, b:b* degeri, ffa:serbest yag asitligi, pv:peroksit degeri, iv:iyot
sayisi, sv:sabunlagma sayisi, nsv:sabunlagmayan madde miktari, tfitoplam fenol, teac:trolox

esdegeri antioksidan kapasitesi, tt:toplam tokoferol, ts:toplam sterol)

Benzer sekilde sadece enzim muamelesine tabi tutulan 6rneklere ait verilerin MDS
analizine ait grafik Sekil 4.5.’de gosterilmistir ve Olcililen parametrelerin belirgin gruplar
halinde ayrildiklart tespit edilmistir (stress < 0.2). Peroksit sayisi, yogunluk ve serbest
asitlik birbirine yakin olarak bir grup; antioksidan kapasite degeri, toplam sterol ve
bulaniklik degerleri ise diger grubu olusturmustur. L degeri, sabunlagma sayist ve toplam
tokoferol de birbirine yakin degerler olarak goriilebilir. Buradan kisaca su sonug
c¢ikarilabilir; enzim muamelesi 6rneklerde bazi degisimlere neden olmustur ve dolayisiyla
birbirleriyle iliskili olmasi beklenen parametreler arasindaki iliski azalmis veya

degismistir.
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Derived Stimulus Configuration
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Sekil 4.5. Sadece enzim muamelesine tabi tutulan 6rneklerde Slgiilen 15 fiziko-kimyasal 6zellige
ilisgkin dagilim (stress: 0.13177, RSQ: 0.89933). Kisaltmalar; viz:vizkozite, den:yogunluk,
ntu:bulaniklik, L:degeri, a:a* degeri, b:b* degeri, ffa:serbest yag asitligi, pv:peroksit degeri, iv:iyot
sayisi, sv:sabunlagma sayisi, nsv:sabunlagsmayan madde miktari, tfitoplam fenol, teac:trolox

esdegeri antioksidan kapasitesi, tt:toplam tokoferol, ts:toplam sterol

Kontrol grubu oOrneklerine ait verilerin MDS analizine ait grafik Sekil 4.6.’da
gosterilmistir. Grafik incelendiginde dort belirgin grubun olustugu gdzlenmistir. Birinci
grupta; serbest yag asitligi, peroksit degeri, yogunluk ve biraz mesafeli olmak iizere L ve
b* degerleri bulunmaktadir. Genel olarak bozunma parametrelerinin kontrol grubu
orneklerinde yogunlukla iliskili oldugu soylenebilir. Ikinci grupta, antioksidan kapasite
degeri, a* degeri, bulaniklik, sabunlasma sayis1 ve toplam sterol bulunmaktadir. Ugiincii
grubu vizkozite ve iyot sayisit verileri olusturmaktadir. Bu 6rneklerde doymamislik ile
vizkozite iliskili bulunmustur. Son grupta ise; sabunlagmayan madde sayisi, toplam
tokoferol ve toplam fenol bulunmaktadir. Bu parametrelerin de birbirleriyle iligkili oldugu

grafige gore sOylenebilir.

Tiim ¢esitler ve tim muamele gruplarina ait 15 parametrenin MDS analizine dair
grafik Sekil 4.7°de gosterilmistir. Ger¢ek bir grup ayrimindan séz etmek miimkiin

olmamistir. Ancak L ve b* degerinin birbirine yakin; peroksit sayisi, toplam fenol ve
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yogunluk degerlerinin de iliskili olduklar1 goriilmektedir. Bu analizde hem ¢esit hem de
muameleler birlikte ele alindigi i¢in parametrelerin kolayca ayrismadigi diistiniilmektedir.
Verilerin degerlendirilmesi sirasinda 6rneklere ait dlglimlerin Anova analizlerinde bazi
deneme gruplarinda ¢esit x muamele interaksiyonlarinin oldugu belirlenmis olup; bu sonug

MDS grafigindeki tam dagilimin olmamasinin sebebi olabilmektedir.
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Sekil 4.6. Kontrol grubu oOrneklerinde oOlgiilen 15 fiziko-kimyasal &zellige iligkin dagilim
(stress:0.12586, RSQ:0.92016). Kisaltmalar; viz:vizkozite, den:yogunluk, ntu:bulaniklik, L:degeri,
a:a* degeri, b:b* degeri, ffa:serbest yag asitligi, pv:peroksit degeri, iv:iyot sayisi, sv:sabunlagsma
sayisi, nsv:sabunlasmayan madde miktari, tfitoplam fenol, teac:trolox esdegeri antioksidan

kapasitesi, tt:toplam tokoferol, ts:toplam sterol

Hashag ¢esitlerine uygulanan 6n islem (kontrol, kavurma ve enzim muamelesi)
gruplarinda 6lg¢iilen 15 parametrenin MDS dagilimi ise sekil 4.8°de goriilmektedir. 0.00618
stress degeriyle parametrelerin iyi seviyede ayrilmis gruplar olusturdugu goriilmektedir.
Grafik incelendiginde; 15 parametre ayni anda dikkate alindiginda kavrulmus 6rneklerin
ayni boyutta olmak iizere diger drneklerden ayrildig1 goriilmektedir. Benzer sekilde enzim
muamelesi uygulanmis ornekler de birbirlerine yakin boyutta yer alarak diger iki gruptan
ayrilmistir. Kontrol 6rneklerinin diger iki gruptan kesin olarak ayrilmis olmasina ragmen,

birbirlerine de mesafeli olarak yer aldiklart belirlenmistir. MDS analizi sonucunda;
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tohumlara uygulanan 6n islemlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikler agisindan kesin olarak

bazi farkliliklar yarattig1 bir kez daha gortilmiistiir.

Derived Stimulus Configuration

Euclidean distance model
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Sekil 4.7. Tiim ¢esit ve muamele gruplarinda dlgiilen 15 fiziko-kimyasal 6zellige iligkin dagilim
(stress:0.19810, RSQ:0.75821). Kisaltmalar; viz:vizkozite, den:yogunluk, ntu:bulaniklik, L:degeri,
a:a* degeri, b:b* degeri, ffa:serbest yag asitligi, pv:peroksit degeri, iv:iyot sayisi, sv:sabunlagsma
sayisi, nsv:sabunlasmayan madde miktari, tfitoplam fenol, teac:trolox esdegeri antioksidan

kapasitesi, tt:toplam tokoferol, ts:toplam sterol

Benzer bir yaklagimla; hashas ¢esitlerinin (ofis 3, ofis 4 ve ofis 8) fiziko-kimyasal
analizlerine ait tiim parametrelerin MDS grafigi Sekil 4.9°da gosterilmistir. Ofis 8 ¢esidi
tim muamele gruplart agisindan diger iki c¢esitden kesin olarak ayr1 bir grup
olusturmaktadir. Ofis 3 ¢esidine ait 6rnekler ayni boyutta ve birbirleri ile iliski sekilde ayr
bir grup olusturmus, ancak ofis 4 ¢esidine ait Ornek gruplan ile de yakin yerlesim

gostermislerdir.

Calismamizda elde edilen hashas yagi orneklerinin aromatik bilesen analizleri
sonrasinda; 87 adet ucucu bilesenden orneklerin ¢ogunlugunda tespit edilenler se¢ilmis ve
12 adet duyusal tanimlayici terimle olan iligkileri MDS yontemiyle belirlenmistir (Sekil
4.10.).
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Derived Stimulus Configuration
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Sekil 4.8. Kontrol, kavurma ve enzim On islemleri uygulanan orneklerde Olgiilen 15 fiziko-
kimyasal 6zelligin dagilimi (stress:0.00618, RSQ:0.99992). Kisaltmalar; co8: kontrol ofis 8, co3:
kontrol ofis 3, co4: kontrol ofis 4, ro8: kavrulmus ofis 8, ro3: kavrulmus ofis 3, ro4: kavrulmus ofis

4, eo8: enzim ofis 8, €03: enzim ofis 3, eo4: enzim ofis 4

Analizde kullanilan ucucu bilesenler secilirken her 3 hashas c¢esidinde de
bulunmasina ve yiiksek konsantrasyonda olmasma dikkat edilmistir. Aslinda aroma
maddelerinin konsantrasyonundan daha onemli olan, duyusal treshold (duyu esigi)
degeridir. Ancak belirlenen aromatiklerin bir ¢ogunun treshold degerleri literatiirde
bulunmamaktadir. Bulunan az sayidaki treshold degeri ise saf suda olgiilen degerlerdir.
Halbuki burada belirlenen ugucu bilesenler yag matriksinden elde edilerek miktar
belirlemesi yapilmistir. Ayrica haghas tohumlarina uygulanan 6n islemler yeni ugucu
bilesenlerin ve pargalanma iiriinlerinin olusmasma neden olabilmektedir. Orneklerde
Olciilen aromatik madde miktarlar1 ve duyusal tanimlayicilar arasindaki ¢oklu iligkiler sekil

4.10’da gosterilmistir.

MDS grafigi (Sekil 4.10) incelendiginde ilk dikkati ¢eken; ‘hashas, findik ve
kavrulmus’ terimlerinin hem Ool¢iilen ugucu bilesenlerden, hem de birbirlerinden ayr1
olarak konumlanmis olmalaridir. Ote yandan toprak, ‘buruk, baharat, saman ve mayams1’

gibi yaglar icin cogunlukla negatif olarak tanimlanan duyusal 6zellikler ise birbirlerine
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yakin olarak gruplanmislardir. ‘Act ve aromatik’ tanimlayicilar1 a42 (trimetilsil vanilin-

vanilya) ve a85 (pentanoik asit-ransid, peynirimsi) ugucu bilesenleriyle birbirlerine yakin

yerlesmislerdir.
Derived Stimulus Configuration
Euclidean distance model
0,2 o3e
o3r
0,17 ode
ode O
DoSc
o
ofr
N 0,0000 = o]
= @ ofc
2 =
g 014
@
E
o
0,24
0,3
odc
o
047
T T I I
-1 o] 1 2 3

Dimension 1

Sekil 4.9. Hashas c¢esitlerinde Olgiilen 15 fiziko-kimyasal o6zelligin dagilimi (stress:0.00618,
RSQ:0.99992). Kisaltmalar: o8c: ofis 8 kontrol, o8r: ofis 8 kavrulmus, o8e: ofis 8 enzim, o3c: ofis
3 kontrol, o3r: ofis 3 kavrulmus, o3e: ofis 3 enzim, o4c: ofis 4 kontrol, o4r: ofis 4 kavrulmus, o4e:

ofis 4 enzim)

“Yakict’ terimine en yakin olarak a38 (2-pentil furan-karamel), a76 (n-hekzanal-
¢imen, keskin), a40 (3-etil-2-metil 1,3-hekzadien-ham yag, popcorn), a27 (2-heptanon-
kremsi, peynir) ucucu bilesenleri yer almistir. Bunun disinda herhangi bir duyusal terimle
yakin bulunmasa da ¢ok sayida ucucu aromatik bilesen (al, al0, a21, a27, a29, a36, a37,
a38, a40, a50, a56, a61, a76, a78) birbirine olduk¢a yakin olarak yer almistir.

Sonug olarak nominal veriden olusan ugucu aromatik madde konsantrasyonlariyla
ordinal veriden olusan duyusal tanimlayici terimlerin, MDS grafiginde beklenildigi sekilde
iligkilendirilemedigi goriilmistiir. Cok fazla parametrenin ve degisken faktoriin oldugu (3
tohum cesidi ve 3 muamele) bdyle bir veri setinde daha fazla anlamli grup olusma

olasiliginin da diisiik olacagini kabul etmek gerekmektedir.
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Derived Stimulus Configuration
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Sekil 4.10. Hashas yaglarinda belirlenen aromatik bilesenler ile orneklerin duyusal 6zellikleri
arasindaki c¢oklu iliskiler (stress:0.03; RSQ:0.99). Kisaltmalar, al-a87: Ek ¢izelge 1’ de belirlenen

aromatik bilesenleri numaralari

4.11. Hashas Yagsiz Unlarinin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Ug cesit hashas tohumunda temel bilesen analizleri yapilmis ve anti beslenme
faktorleri olarak fitik asit ve tanen igerikleri Olciilmiistiir. Sonuglar Cizelge 4.13’de
gosterilmistir. Uc farkli hashas cesidine ait yagsiz unlar, incelenen fiziksel ve kimyasal
ozelliklerin biiyiikk ¢cogunlugu agisindan farklilik gostermektedir ve gesitler ile muameleler
arasindaki farklar istatistiksel olarak onemlidir. Yagsiz unlarda nem degerleri % 11-16
arasinda degisim goOstermistir. Kalan yagin solventle ekstraksiyonu sonrasinda, sadece
solvent ucurulmusg olup, ayrica bir kurutma islemi yapilmadigi icin kiispeden gelen nemin

onemli oranda unlarda kaldig1 goriilmiistiir.

Incelenen &zellikler arasinda sadece yag ve kiil miktarlari arasindaki farklar hem
cesit hem de muamele acisindan istatistik olarak Onemsizdir. Yagsiz unlarin protein
igerikleri % 26.87 - 35.14 arasinda olup, protein igerigi en yiiksek (% 32.87 - 35.14) olan
cesit tim muamele gruplarn agisindan bakildiginda ofis 4-sar1 iken, en diisiik protein

icerikleri (% 26.87 - 31.70) ofis 3-mavi ¢esidine ait muamele gruplarinda goriilmektedir.

94



Cizelge 4.13. Hashas yagsiz unlarinin fiziko-kimyasal analiz sonuglari

Ozellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar) Toplam
Kontrol 12.16+0.05 12.50£0.33 Ab  12.73%033 Ab  12.46+0.33
Nem (%) Kavrulmus 13.16£0.19 Ab  12.69+0.36 Ab  11.01£0.04 Bc  12.29+1.03  p=0.045
Enzim 162140.06 Aa  15.45+0.29 Aa  14.91£0.06 Aa  15.52+0.60
Toplam p=0.000  13.84+1.89 13.55+1.49 12.88+1.75
_ Kontrol 31.88+0.76 Ab  28.39+0.09 Bb  32.87+0.12 Ab  31.05+2.13
Protein (%) K ayrulmus 33.6640.48 Aa  31.7040.05Ba  35.14+40.74 Aa  33.50+1.59
(6.25) Enzim 3137+0.72Bb  2687:099Cb  3348:033 Ab  30.57+43.07 P~0:000
Toplam p=0.000  32.31£1.19 28.9942.25 33.83£1.11
Kontrol 3.45+0.53 Aa 3.09+1.27 Aa 3.5240.02 Aa 3.35+0.65
Yag (%) KaV-I'ulmus 3.55+0.62 Aa 2.3240.19 Aa 4.284+0.15 Aa 3.39+0.94 p=0.260
Enzim 4.07+0.21 Aa 3.39+1.32 Aa 2.75+0.11 Aa 3.40+0.84 :
Toplam p=0.993  3.69+0.49 2.93+0.96 3.5240.69
Kontrol 8.70£0.91 Aa 9.63+0.30 Aa 10.03+1.11 Aa  9.45+0.89
Kiil (%) Kavrulmusg 10.74+0.34 Aa 9.73+£0.97 Aa 8.86+0.80 Aa 9.77+1.02 p=0.506
Enzim 11.08+1.22 Aa 11.14+0.99 Aa  9.82+0.78 Aa 10.68+1.03 :
Toplam p=0.129  10.171.35 10.1620.98 9.57+0.89
Kontrol 68.63£0.16 Aa  47.56+1.39 Cab  59.30+0.03 Ba  58.49+9.47
L Kavrulmusg 65.99+0.62 Aa 48.88+1.08 Ca 57.87+0.05 Ba 57.58+7.68 ~0.000
Enzim 55.79+40.83 Ab  40.63+1.46Bb  58.1140.26 Aa  51.5148.53 P
Toplam p=0.001  63.47+6.08 45.68+4.09 58.43+0.69
Kontrol 3.08+0.26 Aa 5.37+0.23 Ab 5.26+0.01 Aa 4.57+1.16
¥ Kavrulmus 3.51+0.42 Aa 3.84+0.06 Ab 5.50+0.01 Aa 4.28+0.97 0,030
Enzim 5.46+0.08 ABa  8.13+0.54 Aa 4.96+0.03 Ba 6.18+1.54 p=v.
Toplam p=0.014  4.02+1.16 5.78+1.96 5.2440.24
Kontrol 19.46£0.70 Aa  9.91+0.38 Bb 22.33+0.01 Aa  17.23+5.82
b* Kavrulmus 21.41+0.17 Aa 8.46+0.31 Bb 22.52+0.00 Aa 17.45+6.99 ~0.000
Enzim 22.6240.07 Aa  15.03:043Ba  21.89+0.06 Aa  19.8443.75 P
Toplam p=0.027  21.16+1.46 11.1343.10 22.25+0.28
o Kontrol 590.0£33.9 Aa  1022.5+ 6.4 Aa  976.5+43.1 Aa  863.0+213.9
Vizkozite Kavrulmus 548.5+2.1 Ba 1084.543.5 Aa  946.5+4.9 ABab  859.8+248.9
25°C (cP)  Enzim 349.5+0.7 Aa 132.5+4.9 Ab 521.5£10.6 Ab 334551744 P 0013
Toplam p=0.000  496.0+116.0 746.5£476.4 814.84228.5
o Kontrol 12.34+1.58 Aa 13.43+0.46 Aa  14.16+0.88 Aab  13.31+1.17
Fitik asit Kavrulmus 11.54+1.56 Ba  11.57+0.87 Bab  15.08+0.86 Aa  12.73+2.02
(mgP g™ Enzim 12.3240.02 Aa  9.96+0.17 Ab 11404097 Ab  11.23+1.15  P=0.019
Toplam p=0.013  12.07£1.07 11.65+1.61 13.54+1.84
Kontrol 0.78+0.02 Bc 1.03+0.01 Ab 0.68+0.02 Bc 0.8320.16
Tanen Kavrulmus 1.23£0.02 Aa 1.244£0.01 Aa 1.13£0.01 Aa 1.19+£0.06 3
(mgCE g")  Enzim 0.99+0.02 Ab 1.03+0.00 Ab 0.87+0.02 Ab 0.97+0.07 p=0.000
Toplam p=0.000  1.0120.20 1.12+0.10 0.890.20

* Aymi siitundaki kiigiik harfler ayni gesitden elde edilen her bir yagsiz un drneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n
islemlere gore karsilagtirilmalarim gostermektedir.

** Aymi satirdaki biiylik harfler ayni 6n islem uygulanan her bir yagsiz un 6rneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum gesitleri
arasindaki karsilagtirilmalarini gostermektedir.

Eklund ve Agren (1975) tarafindan yapilan calismada, beyaz hashas cesidinden elde
edilen pres kekinde ham protein oran1 % 40.6, mavi cesitden elde edilen kekte ise % 27.4
olarak tespit edilmis olup, bizim ¢alismamizda elde edilen verilerle uyumludur. Unlardaki
protein igeriginin tohum ¢esidine 6nemli derecede bagli oldugu goriilmiistiir. Ote yandan
kalan yag miktar1 uygulanan solvent ekstraksiyonunun etkenligiyle alakali bir durumdur.

Genel olarak yag orani % 4’ilin altina disiiriilmiistiir ve daha da azaltilmas: belki solvent

miktarinin, ekstraksiyon siiresinin ve tekrarimin artirtlmasiyla miimkiin olabilecektir.
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Ancak bizim daha sonraki analitik gereklerimiz i¢in bu seviye yeterli goriilmiistiir. Yagsiz
unlardaki kiil miktar1 % 8 - 11 arasinda degismistir. Haghas tohumu kiispeleri i¢in TS 319
(TSE, 2003b) standardinda ortalama % 9 kiil miktar1 bildirilmistir. Yag giderildikten sonra

kiil miktarinda oransal bir artis gergeklesmistir.

Cole - Fas piima |

Sekil 4.11. Hashas yagsiz unlar

Literatiir incelendiginde hashas yagsiz kekleri iizerine yapilmis olan onceki
calismalarda rapor edilmemis olmasina ragmen, bu calismada Ol¢iilen yagsiz unlara ait
aletsel renk verileri, tohumlarin renk isimlendirmeleriyle uyumludur. Genel olarak beyaz
tohum tiim muamele gruplarinda en yiiksek L degerine (berraklik) (55.79 - 68.63) sahiptir.
CIE renk 6l¢iim sisteminde L = 0 (siyah), L = 100 (beyaz), a* degeri (+a* = kirmizi, -a* =
yesil) ve b* degeri (+b* = sar1, -b* = mavi) olarak belirlenmistir (Pomeranz ve Meloan,
1994). Kavurma ve enzim muamelesi 0n islemleri tim ¢esitlere ait yagsiz keklerin renk

ozellikleri iizerinde oldukga etkilidir (p<0.005). Kontrol gruplar1 incelendiginde en ytiksek
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kirmizilik degeri (a*) ofis 3-mavi (5.37) ve en yliksek sarilik degeri (b*) ise ofis 4-sar1
(22.33) cesidinde olgtilmistiir (Sekil 4.11.).

Vizkozite degerleri yagsiz un ile hazirlanan % 20’ lik dispersiyonlarda oda sicakligi
sartlarinda Ol¢iilmistlir. Kivam acgisindan bakildiginda, goriiniir vizkozitenin kavurma
islemi sonucunda cok biiyiik degisim gostermemesine karsin, enzim muamelesi sonucunda
kivamin dnemli oranda diistiigti goriilmektedir. En yiiksek vizkozite degerlerine sahip olan
ofis 3-mavi (132.5 - 1084.5 cP) ¢esidinde bu diisiisiin daha keskin oldugu belirlenmistir.
Ingyang ve Nwadimkpa (1992) yaptiklar1 ¢calismada yagsiz susam unu ile hazirlanan %
1I’lik dispersiyonlarin vizkozitesini 2.5 cP, % 10’luk dipersiyonlarin vizkozitesini ise 7.0
cP olarak bildirmislerdir. Bu veriler yagsiz hashas unu ile kiyaslandiginda oldukc¢a diisiik
degerlerdir. Bunun sebebi bizim c¢aligmamizda kullanilan dispersiyonlardaki 6rnek
oraninin daha fazla olmasi (% 20) ve hashas yagsiz ununun su baglama yeteneginin susam
ununa gore (2.3 g/g) daha fazla olmasi olarak diisiiniilmiistiir. Literatlirde hashas unlarina

ait herhangi bir veri olmadig1 i¢in dogrudan karsilastirma imkani bulunmamaktadir.

Fitik asit icerikleri agisindan kontrol gruplar incelendiginde ¢esitlerin birbirine yakin
verilere (9.96 - 15.08 mgP g sahip olduklari goriilmektedir. Ofis 8-beyaz ¢esidinin fitik
asit miktar1 (11.54 - 12.34 mgP g") muameleler ile az degisim gdsterirken, ofis 3-mavi
(9.96 -13.43 mgP g') ve ofis 4-sar1 (11.40 - 15.08 mgP g') cesitlerinde on islemlerin daha
etkili oldugu goriilmektedir. Yapilan bir calismada, diger baz1 tohumlarla beraber hashas
tohumundaki fitik asit miktar1 dl¢lilmiistiir. Haghas tohumu ununda 8.08 mg/g seviyesinde
fitat-P bulunmustur (Eklund, 1975). Bu c¢alisma ile karsilastirildiginda bizim
cesitlerimizde, fitik asit miktarlarinin bu degerden biraz daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Tanen igeriklerinin tiim 6n islem gruplar agisindan ofis 3-mavi (1.03-1.24 mgCEg™)
cesidinde en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Genel olarak kavurma uygulanan gruplarda
daha yiiksek tanen degerleri (1.13 - 1.24 mgCEg") elde edilmistir. Literatiirde, hashas
tohumunun tanen igerigi ile ilgili herhangi bir veriye rastlanmamigstir. Sharma ve ark.
(2010) tarafindan yapilan ¢alismada farkli yagli tohumlardan elde edilen proteinlerin tanen
igerikleri belirlenmistir. Calisma sonucunda tanen miktarlar1 badem igin 0.7 mg/g, brezilya
cevizinde 0.3 mg/g, kestane 0.3 mg/g, findikta 0.9 mg/g, macadamia fistiginda 0.3 mg/g,
cam fistiginda 0.0 mg/g, antepfistiginda 1.3 mg/g, soya fasulyesi W82 c¢esidinde ise 0.2

mg/g olarak tespit edilmis olup, hashas unu tanen igeriklerinin bu tohumlarin protein
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ekstraklarindakinden daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Ancak protein ekstraksiyonu

esnasinda undaki tanenin bir kisminin kaybedilmesi de miimkiindiir.

4.12. Hashas Yagsiz Unlarinin Mineral Madde Icerikleri

Cizelge 4.14. Hashas yagsiz unlarinin mineral madde igerikleri

Mineral
madde Muamele Ofis 8 (beyaz)  Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam
(ppm)

Kontrol 11.60+0.00 6.25£0.07Cb  9.60+0.00 Bb  9.1542.42

7n Kavrulmus 11.35¢0.35 Ab  6.25+0.07Cb  9.40+0.28 Bb  9.00+2.31 ~0.000
Enzim 13.60£0.14 Ca  18.30£0.00 Aa 16.95+0.21 Ba 16.28+2.16 P
Toplam 12.18+1.12 10.26+6.22 11.98+3.85
Kontrol 0.06+0.00 Bb 0.07+£0.00 Ba  0.57+£0.00 Ab  0.2340.06

Ba Kavrulmus 0.055+0.07 Bb  0.07£0.00 Ba  0.55+0.00 Ac ~ 0.244+0.05 p=0.000
Enzim 0.11+0.00 Ba 0.06+£0.00 Ca  0.61£0.01 Aa  0.2620.08 ’
Toplam 0.08+0.01 0.07+0.00 0.58+0.02
Kontrol 0.23+0.00 Bb 0.22+0.07 Bb ~ 0.39+0.00 Aa  0.28+0.08

Fe Kavrulmus 0.23+0.00 Bb 0.22+0.07 Bb  0.3840.07 Aa  0.28+0.08 p=0.000
Enzim 0.79+0.07 Aa 0.26+£0.07 Ba  0.27+0.00 Bb  0.44+0.27 ’
Toplam 0.4240.29 0.2340.02 0.35+0.06
Kontrol 1.294+0.02 Aa 0.47+£0.01 Cb ~ 1.23+0.07 Ba  1.00+0.40

B Kavrulmus 1.26+0.02 Aa 0.46+0.00 Bb 1.23+0.07 Aa  0.98+0.40 ~0.000
Enzim 0.75+0.07 Ab 0.6140.07Ba  0.53+0.07Cb  0.63+0.09 P
Toplam 1.094+0.27 0.5140.07 1.00+0.36
Kontrol 1.01+0.07 Aa 0.92+0.01 Ba  0.90+0.00 Bab  0.94+0.05

Mn Kavrulmusg 0.99+0.01 Aa 0.91+0.00 Ba  0.89+0.07 Bb  0.93+0.04 ~0.000
Enzim 0.94+0.07 Ab 0.86£0.01 Bb  0.92+0.07 Aa  0.90£0.03 P~
Toplam 0.984+0.03 0.90+0.03 0.90+0.01
Kontrol 58.29+1.58 Ba  50.97+0.95 Ca 62.29+1.75 57.18+5.25

Mg Kavrulmus 58.26+1.53 Ba  50.91+£0.86 Ca 62.13+1.52 57.09+5.20 ~0.000
Enzim 53.79£0.57 Bb  49.89+0.04 Ca 67.00+0.89 Aa 56.89+8.03 P
Toplam 56.78+2.52 50.59+0.78 63.81+2.71
Kontrol 281.75¢1.77Ba  279.65£2.19 289.10+3.25  283.50+4.8

Ca Kavrulmus 280.00+0.71Ba 277.85+0.35 288.85+2.90  282.23+5.3 ~0.000
Enzim 268.55+£2.05Bb  263.65+0.92 285.80+0.99  272.67+10. P
Toplam 276.77+6.53 273.72+7.91 287.9242.59
Kontrol 0.51+0.00 Ba 0.43+£0.07 Ca  0.59+0.00 Aa  0.5140.07

Cu Kavrulmusg 0.51+0.07 Ba 0.42+0.00 Ca  0.59+0.00 Aa  0.50+0.07 ~0.000
Enzim 0.50+0.01 Aa 0.3840.00 Bb  0.51+0.07 Ab  0.46£0.06 P
Toplam 0.50+0.008 0.4120.02 0.56+0.04
Kontrol 0.62+0.07 Bb 0.68+0.00 Ab  0.48+£0.07Cb  0.59+0.09

Al Kavrulmus 0.61+0.00 Bb 0.68+0.00 Ab  0.48+0.07Cb  0.59+0.09 ~0.000
Enzim 0.83+0.07 Aa 0.84+0.01 Aa  0.75+0.07Ba  0.81+0.04 P
Toplam 0.68+0.10 0.73+0.08 0.56x0.14
Kontrol 288.0+£9.1 Ab 310.2+2.5 Ab  101.2£2.0 Bb  233.1£102.

Na Kavrulmus 298.4+5.6 Ab 301.7+£14 .4 97.846.8 Bb  232.6+£104. ~0.000
Enzim 776.715.1 Ca  3507.0+2.8 Aa 2875.542.1 Ba 2386.4+12 P~
Toplam 454.3+249.8 1373.0£603.5  1024.84433.5
Kontrol 2620.0£116.0 3640.5+£753.1 1163.5+13.4  2644.7+98

K Kavrulmus 1563.5+£36.1 Bb  5439.0+468.0 1163.0+£14.1  2721.8+22 ~0.000
Enzim 2206.5+3.5 Ba 5469.0+36.8 5305.0+46.7  4326.8+16 P -
Toplam 2130.0+479.3 4242.5£705.4  2749.3£1037.

* Ayni siitundaki kiiglik harfler ayn1 gesitden elde edilen her bir yagsiz un &rneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n
islemlere gore karsilastirilmalarini gostermektedir.
** Ayni satirdaki biiyiik harfler ise ayni on islem uygulanan her bir yagsiz un 6rneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum gesitleri
arasindaki karsilastirilmalarini gostermektedir.
TEDB: Tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.
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Hashas unlarinin mineral madde icerikleri ICP-MS cihazi ile ol¢iilmiistiir. Hashas
unlarinda belirlenen mineral maddeler ; Zn (6.25 - 18.30 ppm), Ba (0.05 - 0.61 ppm), Fe
(0.22 - 0.79 ppm), B (0.53 - 1.29 ppm), Mn (0.89 - 1.01 ppm), Mg (49.89 - 67.00 ppm),
Ca (263.65 - 289.10 ppm), Cu (0.38 - 0.59 ppm), Al (0.48 - 0.84 ppm), Na (97.8 - 3507
ppm), K (1163.0 - 5469 ppm) dir. Agir metaller olan kursun, kobalt, kadmiyum, nikel ve
krom ise analiz edilmis ancak tespit edilememistir. Hashas unlarinin mineral madde

icerikleri asagida Cizelge 4.14.’de sunulmustur.

Belirlenen mineral maddelerin miktarlar1 {izerinde cesit etkisi (p=0.000) beklenildigi
sekilde onemli iken, magnezyum hari¢ olarak belirlenen diger minerallerin tamaminda
muamele etkisi (p=0.000) oOnemlidir. Yagsiz hashas unlarinin 6zellikle kalsiyum,
magnezyum, sodyum ve potasyum bakimindan zengin olduklar1 belirlenirken, demir

acisindan fakir olduklar goriilmistiir.

Eklund (1975) tarafindan yapilan ¢alismada, hashas kek ununda 110.8 mg/g demir
ve 260.8 mg/g da fosfor bulunmustur. Bizim c¢alismamizda kullanilan ¢esitlerin demir
icerikleri bu bulgudan diisiik iken, fosfor igerikleri ise oldukca yliksektir. Literatiirde

konuyla ilgili baska kaynaga rastlanmamuistir.

4.13. Hashas Yagsiz Unlarinin Fonksiyonellik Testleri

Cizelge 4.15.’de goriildiigii gibi farkli tohum hazirlama islemleri, elde edilen yagsiz
unlarin fonksiyonel 6zellikleri iizerine 6nemli derecede etki yapmistir. Proteinlerin su ve
yag absorblama kapasiteleri polar ve non-polar amino asit kompozisyonu ile ilgilidir
(Martinez-Flores ve ark., 2002). Hashas keklerinin su baglama kapasitesi iizerinde
muamele etkisi (p=0.011) énemli iken, cesit etkisi (p=0.823) istatistik olarak dnemsizdir.
Belirlenen su baglama kapasiteleri 2.14 - 3.14 g/g arasinda degismekte olup, en yliksek
deger olan 3.14 g/g ile ofis 8-beyaz cesidin kontrol 6rneginde tespit edilmistir.

Kavurma islemi ile birlikte beyaz c¢esidin su baglama kapasitesi diisme gosterirken,
ofis 3-mavi ve ofis 4-sar1 cesitlerinde yiikselme oldugu goriilmektedir. Enzim muamelesi
ise her ii¢ ¢esit icinde su baglama kapasitesinde diisiise neden olmustur. En diisiik su
baglama kapasitesi degeri mavi g¢esidin enzim muamelesi drneginde (2.24 g/g) tespit

edilmistir.
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Srinivas ve Narasinga Rao (1986) tarafindan yapilan calismada, yagsiz hashag
unlarmin su baglama kapasitesi 1.24 g/g olarak tespit edilmis olup, bizim ¢aligmamizdaki
degerler bu veriden oldukca yiiksektir. Her ii¢ tohum ¢esidi i¢in de en diisiik su baglama
degerleri enzim muamelesi uygulanan 6rneklerde tespit edilmistir. Adebowale ve ark.
(2005) tarafindan yapilan ¢alismada ise Legume ailesine mensup “mucuna” fasulyesinin 6
farkl ¢esidi lizerinde ¢alisilmis ve bu ¢esitlere ait yagsiz unlarin su baglama degerleri 1.40
- 2.20 g/g araliginda tespit edilmistir. Calismamiza ait degerler bu verilerin iizerindedir. Su
baglama kapasitesi; corbalar, soslar, hamur ve firincilik {iriinleri gibi gidalarda proteinlerin
onemli bir fonksiyonel 6zelligidir. Bu acidan bakildiginda hashas yagsiz unu, su baglama

0zelligi agisindan bu tip gidalar i¢in uygun bir kaynak olarak goriilmektedir.

Haghas yagsiz unlarinin yag baglama oOzellikleri lizerinde hem muamele etkisi
(p=0.000) hem de ¢esit etkisi (p=0.004) istatistik olarak dnemlidir. Srinivas ve Narasinga
Rao (1986a) tarafindan yapilan c¢alismada hashas yagsiz kekinin bazi fonksiyonel
ozellikleri (su tutma kapasitesi, yag baglama kapasitesi, emiilsiyon kapasitesi, kopiik
kapasitesi ve stabilitesi) Ol¢lilmiistiir. Burada onemli olan husus bu Ol¢iimlerin sadece
yagsiz kekte yapilmasi ve izole edilmis proteinde calisilmamis olmasidir. Bu ¢alismada

fonksiyonel 6zellikler cok kisitli ve dar bir ¢ercevede belirlenmistir.

Orneklerimize ait degerler (1.83 - 2.26 g/g) bu calismada tespit edilen (2.5 g/g) veri
ile genel olarak uyumludur ve calismamizda en yiiksek yag baglama oranlar1 kavurma
gruplarinda (2.06 - 2.25 g/g) gozlenmistir. Yapilan bagka bir calismada “mucuna”
fasulyesinin 6 farkli ¢esidine ait yagsiz unlarin yag baglama degerlerinin 2.1 - 2.6 g/g
arasinda degisim gosterdigi belirlenmis olup, hashas yagsiz unu degerlerine yakindir

(Adebowale ve ark., 2005).

Madhusudhan ve Singh (1985) tarafindan yapilan ¢aligmada ise ham keten tohumu
unlarinda su baglama kapasitesi 3.45 g/g iken, 1s1 uygulanan unlarda 4.43 g/g olarak tespit
edilmistir. Yag baglama kapasiteleri ise ham ve 1s1 uygulanan unlar i¢in sirasiyla 2.36 ve
1.37 g/g’dir. Is1 uygulamasi su baglama kapasitesinde artisa neden olurken, yag baglama
kapasitesi diismiistiir. Yine yapilan baska bir ¢alismada 1s1 uygulanan fasulye unlariin su
ve yag baglama kapasitelerinin sirasiyla % 38 ve % 57 oraninda arttigr bildirilmistir

(Narayana ve Narasinga Rao, 1982).
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Cizelge 4.15. Hashas yagsiz unlarin fonksiyonellik 6zellikleri

Ozellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam
WHC-Su Kontrol 3142023 A8 3.03£029Aa  2.80£0.31Aa  2.99:0.26
baglama Kavrulmug 2.86+0.37 Aa 3.07£0.23 Aa 3.22+0.22 Aa 3.05+0.27
L. Enzim 2.48+0.32 Aa 2.24+0.17 Aa 2.66+0.52 Aa 2.46+034  p=0.823
kapasitesi (g/g)
Toplam p=0.011 2.83+0.38 2.78+0.45 2.89+0.39
OHC-Yag Kontrol 2.26+0.10 Aa 1.98+0.03 Bab 1.92+0.04 Bb 2.05+0.16
5 Kavrulmug 2.25+0.12 Aa 2.06+0.06 Ba 2.13+0.02ABa  2.15+0.10
baglama . p=0.004
e Enzim 1.89+0.02 Ab 1.83+0.03 Ab 2.00+0.05Aab 1.910.08
kapasitesi (g/g)
Toplam p=0.000 2.134+0.20 1.96+0.11 2.01440.10
Kontrol 50.0040.00 Ab  16.66=0.00 Cb  25.00£0.00Bb  30.55+15.51
EA-Emilsiyon  Kavrulmus 70.83+5.89 Aa  33.33£0.00 Ca  54.16£5.89Ba  52.78+17.21
o ) p=0.000
aktivitesi (%) Enzim 4.17+0.00 Ac 4.17+1.17 Ac 3.33+0.00 Ac 3.89+0.68
Toplam p=0.000 41.66%30.61 18.05+8.09 27.49+12.96
Kontrol 41.66+0.00 Aa  16.6620.00 Ba  25.00£0.00Ba  27.77+11.38
ES-Emiilsiyon  Kavrulmus 54.16+5.89 Aa  16.66£11.78 Ca  37.49+5.89Ba  36.11=18.00
A . p=0.000
stabilitesi (%) Enzim 1.67+0.00 Ab 4.16+1.17 Aa 3.3340.00 Ab 3.05+1.25
Toplam p=0.000 32.49+24.66 12.49+8.34 21.94+15.68
FC- Kontrol 19.41+2.19 Aa 22.794+2.58 Aa 18.33+0.00Aa 20.18+2.57
. Kavrulmug 17.9145.82Ba  26.20+1.10 Aa 16.96+1.26Ba  20.36+5.29
Koptiklenme ] p=0.015
L Enzim 2.02+0.01 Ab 3.88+0.05 Ab 5.3120.64 Ab 3.74+1.50
kapasitesi (%)
Toplam p=0.000 13.11£9.05 17.63+10.82 13.5446.43
Kontrol 46.9249.79 Aa  34.13+4.75 Ab  45.45+12.85Aa  42.1749.79
FS-Képiik Kavrulmus 27.8844.07 Ba  62.74+5.54 Aa 36.67+4.71 54.93+26.29 0223
stabilitesi (%0) Enzim 50.0040.00 Aa  50.0020.00 Aab  35.0041121 Aa 53332582 ©
Toplam p=0.851 62.43+30.18 48.96+13.23 39.04+12.35

* Aymi siitundaki kiigiik harfler ayni gesitden elde edilen her bir yagsiz un drneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n
islemlere gore karsilastirilmalarini gostermektedir.
** Ayni satirdaki bityiik harfler ise ayn1 on islem uygulanan her bir yagsiz un 6rneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum cesitleri
arasindaki karsilagtirilmalarini gostermektedir.

Abbey ve Ibeh (2006) tarafindan rapor edildigine gore 1sil islem goren nohut

unlarinin su baglama kapasitelerinin 2.4 g/g’dan 3.6 g/g’a, yag baglama kapasitelerinin 2.9
g/g iken 3.2 g/g degerine yiikselmistir. Bizim ¢alismamizda ise haghas yagsiz unlarinin su
baglama 6zelligi kavurma ile ofis 8-beyaz 6rneginde az bir diisiise, ofis 3-mavi ve ofis 4-
sar1 Ornekleri lizerinde ise az bir yiikselise neden olmustur. Yag baglama iizerine ise 1sil

islemin iyilestirici etkisi olmustur.

Orneklerin emiilsiyon aktiviteleri (% 3.33 - 70.83) iizerinde muamele (p=0.000) ve
cesit (p=0.000) etkisi Oonemlidir. En iyi emiilsiyon Ozellikleri, tiim muamele gruplar
acisindan incelendiginde, ofis 8-beyaz (% 4.17 - 70.83) ¢esidine aittir. Elde edilen veriler
daha Once hashas yagsiz unu iizerine yapilan ¢aligmalar ile uyumludur (Srinivas ve
Narasinga Rao, 1986a). Orneklerin 80 °C sicaklikta 30 dk 1sitilmasi sonrasi belirlenen

emiilsiyon stabilite degerleri % 1.67 - 54.16 arasindadir ve ofis 8-beyaz ¢esidinin kontrol
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(% 41.66) ve kavrulmus (% 54.16) orneklerde en yiliksek degerleri verdigi ancak enzim
muameleli Orneklerde ise ofis 3-mavi (% 4.16) cesidinin daha dayanikli oldugu
goriilmistiir. Hagshas yagsiz unu veya proteinin emiilsiyon stabilitesi ile ilgili yapilmis
literatiirde herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Keten tohumu iizerine yapilan bir
calismada 1s1l islem uygulamasinin kopiiklenme kapasitesi ve stabilitesi ile emiilsiyon
aktivisinde diistise neden oldugu rapor edilmistir (Madhusudhan ve Singh, 1985).
Narayana ve Narasinga Rao (1982) tarafindan yapilan ¢alismada, 1s1 uygulamasi ile fasulye
unlarinin emiilsiyon ve kopiiklenme kapasitelerinin sirasiyla % 35 ve % 18 oraninda
azaldig1 bildirilmistir. Martinez-Flores ve ark. (2002) tarafindan yapilan calisma
sonucunda, keten tohumundan elde edilen protein konsantratlarinin emiilsiyon stabilitesi
pH 8.0 i¢in % 88.4, pH 4.0 i¢in % 50 olarak tespit edilmistir. Calismamiz sonucunda elde
edilen hashas yagsiz unlarinin pH 7.0 degerinde belirlenen emiilsiyon stabilite degerleri %
1.67 - 54.16 arasinda olup, keten tohumu ile bu fonksiyonel 6zellik agisindan benzer

oldugu soylenebilir.

Caligmamizda Orneklerin kopiiklenme kapasiteleri (pH 7.0) ile oda sicakligi
sartlarinda 30 dk sonraki kopiik stabiliteleri de test edilmistir. Kopiliklenme kapasiteleri %
2.02 - 26.20 arasinda olup, kontrol (% 22.79) ve kavurma (% 26.20) gruplarinda en yiiksek
degerler ofis 3-mavi ¢esidinde tespit edilmistir. Bu 6zellik {izerinde muamele (p=0.000) ve
¢esidin (p=0.015) etkisi 6nemli olarak bulunmustur. Srinivas ve Narasinga Rao (1986a)
yapmis olduklar ¢alismada yagsiz hashas ununun kopiiklenme kapasitesini pH 6.5 i¢in %
104 ve pH 8.0 i¢cin % 106 olarak belirlemislerdir. Calismamizda elde edilen degerler bu
verilerin oldukga altinda olup, bu sonucun ¢esit etkisinden ve yagsiz unlarin diisiik protein
igeriklerinden (% 26.87 - 35.14) kaynaklandigi diisiiniilebilir. Ancak Sharma ve ark.
(2010) tarafindan yapilan calismada; badem, kestane ve soyadan elde edilen protein
izolatlarinin protein igeriklerinin (sirasiyla % 92.72, 92.29 ve 94.80) yiiksek olmasina
ragmen kopiliklenme kapasitelerinin ve stabilitelerinin diisilk oldugu belirlenmistir. Bu
calismada incelenen tiim yagli tohum cesitlerine ait proteinlerin (badem, kestane, brezilya
cevizi, findik, macadamia fistig1, cam fistig1, antepfistigi, soya fasulyesi W82) kopiiklenme
kapasitelerinin < % 40 oldugu rapor edilmistir. Protein igeriginin yani sira, proteinlerin
cesidi de kopliklenme Ozelliklerini belirleyen 6nemli bir faktordiir (Sharma ve ark., 2010).
Orneklerimize (pH 7.0) ait kopiik stabilitesi degerleri, oda sicakliginda 30 dk bekletilen
orneklerde baslangigtaki koplik miktarinin kalan kisminin yiizde olarak ifadesidir. Haghas

yagsiz unlarinda yapilan calismada belirlenen 30 dk sonraki stabilite degeri (pH 8.0) % 40

102



olup, bizim 6rneklerimize ait degerlerle uyumludur (Srinivas ve Narasinga Rao, 1986a).
Adebowale ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada “mucuna” fasulyesinin 6 farkl
cesidine ait yagsiz unlarin kopiiklenme kapasitesi % 50.0 - 84.3 arasinda, 30 dk sonraki
kopiik stabilitesi ise % 74.0 - 94.0 arasinda de8ismis olup, hashas yagsiz ununa gore
oldukca yiiksek degerlerdir.

Hrckova ve ark. (2002) tarafindan yapilan calismada ticari yagsiz soya unu
flavourzyme (exopeptidaz ve endoproteaz kompleksi), novozym (proteolitik enzim) ve
alcalase (endopeptidaz) enzimleri ile muamele edilmistir. Enzim muamelesi soya
proteinlerinin kopiiklenme kapasitesinde artisa neden olurken, kopiik stabilitesi belirgin
olarak azalmis ve 4 saatlik hidroliz sonucunda kullanilan enzimler agisindan bakildiginda
stabilitenin % 2-30 araliginda degistigi rapor edilmistir. Stabil bir kopiiklenme
saglanabilmesi i¢in kismen hidroliz edilmis proteinlere ihtiya¢ oldugu ve bazi biiyiik

molekiillii protein bilesenlerinin de kopiik stabilizasyonu icin gerekliligi bildirilmistir.

Haghas yagsiz unlarmin jellesme oOzellikleri pH 7.0’da incelenerek, kati jel
olusumunun goézlendigi en diisiik konsantrasyonlar belirlenmistir (Cizelge 4.16.). Yapilan
on denemelerde; % 10’un altindaki 6rnek konsantrasyonlarinda sadece piht1 olusumu
gozlendiginden, deneme plan1 % 10 ve iizerindeki konsatrasyonlarla hazirlanmistir. En
diisiik jellesme konsantrasyonlart % 16-20 arasinda degigsmekte olup, oldukea yiiksektir.
Kavurma isleminin jellesme tizerinde olumsuz etki gosterdigi ve her ii¢ hashas cesidinde
kavurma gruplarina ait konsantrasyonlarin (% 20) kontrol gruplarina ait degerlerden (%
16-18) yiiksek oldugu goriilmiistiir. Enzim uygulanan haghas ¢esitlerine ait yagsiz unlarin
jellesme ozellikleri son derece olumsuz etkilenmis, % 20 6rnek konsantrasyonunda pihti
olusumu dahi gozlenmediginden % 38 konsantrasyonuna kadar gidilmis, ancak bu degerde
dahi tam anlamiyla kati stabil bir jel yapisi olusmadigr gozlenmistir (Cizelge 4.16.).
Literatiirde hashas yagsiz unu veya protein izolatlarinin jellesme Ozellikleri iizerine
yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Adebowale ve ark. (2005) tarafindan
yapilan ¢alismada “mucuna” fasulyesinin 6 farkli ¢esidine ait unlarin en diisiik jellesme
konsantrasyonlarinin % 14-20 arasinda degistigi rapor edilmistir. Jellesme 6zellikleri, su
baglama kapasitesi ile paralellik gostermektedir ve diislik su absorblama kapasitesi olan
unlarin yetersiz jeller olusturdugu bilinmektedir. Yiiksek protein konsantrasyonlarinda
1sitma esnasinda molekiiller arasi temasin artist sonucunda jellesme daha kolay olusur.

Yiiksek protein ¢oziiniirliigii jellesme i¢in her zaman gereklidir (Adebowale ve ark., 2005).
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Cizelge 4.16. Hashas yagsiz unlarinin jellesme 6zellikleri

Cesit Muamele 10% 12% 14% 16% 18% 20% 30% 34%  38%

Kontrol pihti+sivi sivi jel sivi jel kat jel kat1 jel kat1 jel - - -

(82,25) Kavrulmus  pihti+sivi  pihti+sivi stvi jel s1vi jel stv1 jel kat1 jel - - -
Enzim S1V1 S1V1 S1V1 S1V1 pihti+sivi  pihti+sivi  pthtitsivi pihtt piht1

Kontrol pihtrtsivt  pihtit+sivi sivi jel s1vi jel kat1 jel kati jel - - -

((r)nf;lasvf) Kavrulmus  pihti+sivi  pihti+sivi  pihtitsivi sivi jel s1vi jel kat1 jel - - -
Enzim S1v1 SIV1 S1V1 SIV1 pihti+sivi  pihti+sivi  pihti+sivi piht1 piht1

Ofis 4 Kontrol s1v1 jel s1vi jel s1v1 jel s1vi jel kat1 jel s1v1 jel - - -

(sar1) Kavrulmus  pihti+sivi s1vi jel sivi jel s1vi jel s1v1 jel kat1 jel - - -
Enzim S1V1 SIV1 SIV1 SIV1 pihti+sivi  pihti+sivi  pihti+sivi piht1 piht1

Sharma ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada en disik jellesme
konsantrasyonu badem, brezilya cevizi, kestane, findik, macadamia cevizi, ¢cam fistig1,
antepfistig1 ve soya protein konsantratlari i¢in sirasiyla % 6, 8, 8, 12, 20, 12, 10, 16 olarak
bildirilmistir. Yagsiz kabak cekirdegi ununda yapilan bir bagka c¢alismada en diisiik
jellesme konsantrasyonu % 8 olarak tespit edilmistir (Lazos, 1992). Nohut unlar1 {izerine
yapilan c¢aligmalar ham unlarin en diisiik jellesme konsantrasyonlarinin % 16 iken, 1sil
islem uygulamasi sonucunda % 18’e ylikseldigini gostermistir (Abbey ve Ibeh, 2006).
Ingyang ve Nwadimkpa (1992) tarafindan yapilan ¢aligmada ise yagsiz susam ununun en
diistik jellesme konsantrasyonu % 6 olarak belirlenmis, ancak bu konsantrasyonda zayif jel
olustugu giicli. bir jel yapisinin ancak % 10’un konsantrasyonu ile saglandigi

bildirilmistir.

Hrckova ve ark. (2002) tarafindan yapilan caligmada ticari yagsiz soya unu
flavourzyme (exopeptidaz ve endoproteaz kompleksi), novozym (proteolitik enzim) ve
alcalase (endopeptidaz) enzimleri ile muamele edilmistir. Yapilan bu ¢alismada 4 saat siire
ile hidroliz sonucunda alcalase enzimi kullanilan &rnekler i¢in en diisiik jellesme
konsantrasyonu % 2 olarak alinmis, ancak jelin test tiipli ¢eperinden kaydig1 goézlenmistir.
Novozym ile 4 saatlik hidroliz sonucunda % 6 konsantrasyonda zayif bir jel olusmustur.
En dayanikli jel yapisinin flavourzyme kullanimi durumunda goriildiigii ve en diisiik
jellesme konsantrasyonunun kati jel yapisi olusumu ile % 2’de goriildiigii anlagilmaktdir.
Yagsiz unlarin jellesme 6zelligi islenmis et iirlinleri, bazi firncilik iiriinleri gibi gidalara

katkilamada 6nemli bir 6zellik olabilmektedir.
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4.14. Hashas Yagsiz Unlarindan Protein izolatlarinin Hazirlanmasi

4.14.1. Optimum tuz konsantrasyonu ve pH degerinin belirlenmesi

Toplam 9 farkli yagsiz un 6rneginden yiiksek verimle hashas protein izolatlarinin
(konsantratlarinin) elde edilmesi amaciyla Oncelikle optimum sartlar belirlenmistir.
Proteinlerin ¢oziinme ve izoelektrik nokta farkliliklarina gore en iyi ekstraksiyon
kosullariin belirlenmesi amaciyla; Achouri ve ark. (2012) tarafindan susam tohumunda
uygulanan teknik bazi modifikasyonlar ile kullanilmigtir. Protein ekstraksiyonunun
optimize edilebilmesi i¢in, tohum toplam proteinlerinin ekstraksiyonu pH’in fonksiyonu
olarak farkli tuz konsantrasyonlarinda (0-1 M) arastirlmistir. 0.2 M, 0.6 M ve 1 M
konsantrasyonlarindaki tuz ¢ozeltileri ile distile su (kontrol-0 M NaCl) kullanilarak % 10
(w/v) oraninda 6rnek siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Kontrol ve NaCl siispansiyonlari (0.2,
0.6 ve 1 M NaCl) yaklasik 10’ar mL olarak test tiiplerine alinmis ve pH degerleri 1 N HCI
veya 1 N NaOH kullanilarak 7-12 araligima (1’er birim arttirarak) ayarlanmistir.
Supernatant kisimlarina gegen protein miktarlart Bradford (1976) metodu ile belirlenerek,
en yiiksek protein igeriginin belirlendigi tuz konsantrasyonu ve pH degeri protein

ekstraksiyonu amaciyla se¢ilmistir. Calismanin sonuglar1 Cizelge 4.17°de goriilmektedir.

Eklund ve Agren (1975) tarafindan yapilan calismada, distile su ve 1 M NaCl
kullanilarak pH 3-10 araliginda hashas proteinlerinin ¢oziiniirliigii incelenmistir ve en
uygun ekstraksiyon kosullart olarak 1 M NaCl ¢ozeltisi ve pH 9 degeri tespit edilmistir.
Bizim ¢aligmamizda ii¢ farkli hashas ¢esidi materyal olarak kullanilarak, {i¢ farkli muamele
uygulandig i¢in distile su haricinde 0.2 M, 0.6 M ve 1 M tuz konsantrasyonlarinin
denenmesi uygun goriilmiis olup, bazik pH degerlerinde yagli tohum proteinlerinin
¢coziinme Ozelliklerinin iyi oldugu literatiir bilgisine dayanilarak pH 7-12 aralig1 se¢ilmistir.
Bradford (1976) metodu ile ¢odziinen protein miktarlar tespit edilerek en yiliksek protein
degerinin elde edildigi tuz konsantrasyonu ve pH degeri o 6rnek igin optimum ekstraksiyon

kosulu olarak belirlenmistir.

Sonug olarak Cizelge 4.17.’de goriildiigi gibi ofis 8-beyaz, ofis 3-mavi ve ofis 4-sar1
cesitlerinin kontrol ve kavrulmus gruplari i¢in optimum sartlar 0.6 M NaCl konsantrasyonu
ve pH 11.0 iken, her ii¢ ¢eside ait enzim gruplarinin sartlar1 0.2 M tuz konsantrasyonu ve
pH 12.0 olarak belirlenmistir. Achouri ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada susam
proteini izolasyonu i¢in optimum sartlar pH 7.5 ve 1 M NaCl konsantrasyonu olarak tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.17. Hashas proteini izolasyonunda optimum tuz konsantrasyonlari ve pH degerleri.

Protein miktar1 (mg/mL)

Ornek pH Degerleri oM 02M 0.6 M 0M

7 12.6540.33 13.68£0.22 18.600.45 19.6340.34

8 12.810.33 13.36+0.44 18.52+0.11 21.46+0.22

Ofis 8 9 12.57+0.44 14.71+0.34 20.19+0.22 21.22+0.11

(beyaz) 10 15.50+0.11 15.34+0.32 20.030.00 21.22+0.33

1 15.19+0.56 15.19+0.34 21.54+0.56 19.95:0.11

12 15.98+0.33 15.0340.11 19.71£0.22 15.90£0.22

8 12.4140.00 14.47+0.00 20.74+0.11 16.54+0.00

= Ofis 4 9 10.340.00 11.7740.22 18.520.34 19.79+0.11
§ (sar) 10 11.14+0.22 15.66+0.56 20.98+0.22 19.47+0.11
v 1 13.9240.11 13.28+0.11 21.30+0.00 20.19+0.00
12 16.30+0.11 14.47+0.00 19.79+0.33 16.30+0.11

7 17.5740.11 15.74£0.22 17.8140.00 17.7340.11

8 7.8140.22 15.2740.22 17.4140.34 16.46+0.33

Ofis 3 9 8.92+0.45 14.71+0.33 17.57+0.33 17.09£0.33

(mavi) 10 16.86+0.22 15.66+0.33 18.28:£0.00 18.1240.22

1 17.33+0.22 16.14+0.11 19.00+0.33 18.130.22

12 9.24+0.44 14.47+0.44 17.96+0.00 18.1240.22

7 3.28+0.11 10.19+0.00 14.950.22 16.30+0.33

8 3.28+0.33 10.27+0.11 15.580.00 16.06:0.22

Ofis 8 9 4.87+0.33 10.90+0.33 16.06+0.22 15.1140.44

(beyaz) 10 6.534 0.04 9.87+0.00 19.7140.22 15.9140.45

1 8.04+0.11 10.66£0.00 21.22+0.11 15.50+0.56

12 9.7940.11 11.22+0.34 18.60-£0.00 12.65+0.56

7 5581022 14.5540.56 14.79+0.00 14.87+0.30

z 8 14.5540.33 14.6340.22 15.90+0.22 15.110.00
E Ofis 4 9 15.6620.56 15.58+0.22 18.2040.56 15.0320.11
g (sart) 10 15.50+0.33 15.74+0.22 18.84+0.56 14.63+0.22
N 1 14.7140.11 14.71£0.11 20.27+0.33 14.00+0.21
12 13.20+0.22 15.11+0.44 14.47+0.44 15.51£0.33

7 16.38+0.00 16.220.00 16.77+0.11 14.71+0.34

8 15.90-£0.45 16.38£0.40 17.2540.13 14.560.35

Ofis 3 9 14.2340.11 17.17+0.43 15.66+0.11 13.9240.11

(mavi) 10 16.22+0.22 17.3340.22 17.4140.33 12.8140.17

1 16.46+0.11 17.49+0.00 18.130.22 14.320.00

12 16.14+0.56 16.78+0.11 17.09+0.56 15.90+0.22

7 16.14+0.11 13.8410.22 11.69+0.56 8.60:0.44

8 15.8240.34 9.47+0.10 10.27+0.32 8.44+0.00

Ofis 8 9 11.85+0.11 16.220.43 11.78+0.00 12.65+0.30

(beyaz) 10 18.20+£0.32 12.49+0.12 14.23+0.56 10.1140.33

1 19.07+0.21 16.38+0.20 9.07+0.224 12.96+0.10

12 19.390.20 20.50:0.00 11.770.40 12.25+0.00

7 4.55+0.11 6.30£0.10 12.17+0.33 11.85+0.34

8 10.34+0.22 14.08+0.11 14.07+0.11 9.47+0.56

£ Ofis 4 9 14.63+0.22 11.5440.12 13.76+0.34 9.3940.00
5 G 10 19.47+0.11 11.0620.11 4.00+0.22 14.550.11
1 18.13£0.00 13.52+0.44 14.790.00 14.63+0.00

12 18.44+0.22 20.67+0.22 16.54+0.00 15.4340.22

7 9.0040.11 9.87£0.44 9.87+0.22 11.93+0.00

8 14.9540.22 9.63£0.11 10.27+0.11 9.87+0.22

Ofis 3 9 15.82+0.11 8.12+0.44 10.51£0.22 8.28+0.22

(mavi) 10 16.06+0.44 5.19+0.56 10.66+0.22 7.65£0.45

1 15.03+0.11 15.42+0.34 10.98+0.22 15.03+0.34

12 14.790.00 16.30+0.22 10.27+0.33 14.95+0.00
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4.14.2. izoelektrik noktanin belirlenmesi

Orneklere ait izoelektrik noktalarin belirlenmesi amacryla Manamperi ve ark. (2007)
tarafindan yapilan c¢alismadan yararlanilmistir. Bu amagla Achouri ve ark. (2012)
metoduna gore; her bir drnek i¢in belirlenen optimum konsantrasyondaki NaCl ¢ozeltileri
ile %10’luk 6rnek dispersiyonlar1 hazirlanarak ekstraksiyon i¢in belirlenen optimum pH
degerine ayarlanmistir. izoelektrik nokta tespiti amaciyla 0.5 birim degisim ile pH 3.5 - 6.0
degerleri arasinda calistlmistir. Orneklerin supernatant kisimlarmin protein igerigi
Bradford (1976) metodu ile belirlenerek, en diisiik protein igeriginin tespit edildigi pH

degeri 6rnege ait proteinlerin izoelektrik noktasi olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.18. Hashas proteinlerinin izoelektrik (pI) noktalarinin belirlenmesi

Protein miktar1 (mg/mL)

Ornek Adi pH 3,5 pH 4,0 pH 4,5 pH 5,0 pH 5,5 pH 6,0

Kontrol 12.41£0.00 12.96+0.11 10.17+0.11 10.03£0.00 12.97+0.11 13.12+0.11

Ofis 8
(be;saz) Kavrulmus 14.87+0.11 10.11+0.00 11.93+0.00 13.81£0.00 14.23+0.11 16.22+0.22
Enzim 12.03£0.00 12.84+0.22 12.84+0.22 12.41+0.44 10.11+0.34 13.60+0.56
Kontrol 11.38+0.11 10.35+0.44 10.35£0.45 9.79+0.33 11.06+0.11 12.96+0.11
Ofis 3
(m;svi) Kavrulmus 11.54+0.11 8.12+0.00  9.69+0.02 10.76+0.22 10.00+£0.12 11.71+0.22
Enzim 14.79+£0.00 16.93+0.33 16.93£0.34 13.66+0.11 15.13+0.56 15.57+0.22
Kontrol 12.81+0.11  4.15+0.22  4.15+0.22  1.54+0.11 3.76+0.11  6.14+0.10
Ofi
(sails) Kavrulmug 5.17+0.11  5.11+0.22  2.11+£0.22 13.68+0.00 14.08+0.09 14.56+0.34
Enzim 9.55£0.00 10.69+0.11 10.69+0.11 9.32+0.10  8.54+0.11 10.11+0.11
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Sekil 4.12. Hashas proteinlerinin izoelektrik (pl) nokta grafikleri

Calismamiz sonucunda belirlenen hashas proteinlerine ait izoelektrik noktalar
Cizelge 4.18 ve Sekil 4.12°de gosterilmistir. izoelektrik noktalara ait pH degerleri 4.0 - 5.5
arasinda degisim gostermistir. Eklund ve Agren (1975) yapmis olduklar1 ¢alismada hashas
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proteinlerinin izolasyonunda izolektrik noktay1 pH 5.0 degeri olarak kullanmislardir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde her {i¢ ¢eside ait kontrol gruplarinin izoelektrik noktalar

pH 5.0 olarak belirlenmistir.

4.14.3. Protein konsantratlarinin hazirlanmasi ve protein verimi

Hashas proteinlerinin izolasyonunda elde edilen verimler % 10.71 - 61.34 arasinda
degismekte olup, Cizelge 4.19°da goriilmektedir. Verimler iizerinde gesit (p=0.001) ve
muamele (p=0.000) etkisinin énemli oldugu tespit edilmistir. En yiiksek protein verimleri
her {i¢ ¢esit i¢in de kontrol 6rneklerinde tespit edilmis ve ofis 8-beyaz ¢esidine ait kontrol
grubunda en yiiksek verim (% 61.34) belirlenmistir. En diislik protein verimleri her ii¢

cesitde de enzim (% 10.72 - 19.77) ile muamele edilen gruplarda tespit edilmistir.

Cizelge 4.19. Hashas protein izolatlarinin iiretim verimleri

Protein verimi (%)

Ornek ad1
Kontrol Kavrulmus Enzim Toplam
Ofis 8 (beyaz) 61.34+3.52 A”a’ 4324+£3.00 Ba  10.72+1.43 Cb 38.44+13.04
Ofis 3 (mavi) 44.00+3.55 Ac 33.39+£1.06 Bb 16.06+3.34 Cab 31.16+12.80
Ofis 4 (sar1) 52.02+0.34 Ab 26.51+1.59 Be 19.77+1.01 Ca 32.77+15.24 p=0.000
Toplam p=0.001 52.46+8.08 34.38+7.68 15.52+4.40

*Ayni stitundaki kii¢iik harfler ayni 6n islem uygulanan her bir protein izolati verim degerlerinin farkli tohum ¢esitleri arasindaki
karsilastinlmalarini gostermektedir.
** Ayni satirdaki biiyiik harfler ayni ¢esitden elde edilen her bir protein izolat1 verim degerlerinin tohumlara uygulanan 6n islemlere gére
karsilastirllmalarini gostermektedir.

Achouri ve ark. (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada, susam proteinlerini belirlenen
optimum kosullarda (1 M tuz konsantrasyonu, pH 7.5) % 54.6 verim ile elde etmislerdir.
Bu deger bizim caligmamizda kontrol ve kavurma uygulanan gruplarin protein verim
degerleri ile oldukca benzerdir. Haghas proteinleri ilizerine daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda
herhangi bir verim hesaplamasi yapilmadigr goriilmiistiir. Susam proteinleri iizerine
yapilan baska bir calismada alkali ortamda ekstraksiyon ve izoelektrik ¢oktiirme metodu
uygulanarak elde edilen susam proteini izolatinda tespit edilen % verim c¢aligma
sonuglarimiza benzer olarak % 47 olarak tespit edilmistir (Bandyopadhyay ve Ghosh,
2002).

4.15. Protein Izolatlarinda Yapilan Analizler
Yukarida aciklanan islemlerle izole edilen hashas tohum proteinlerinde asagida

bildirilen bazi 6nemli yapisal ve fonksiyonellik analizleri gergeklestirilmistir.
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4.15.1. Protein coziiniirliigii

Proteinlerin ¢oziiniirliik 6zellikleri pH 2.0 ile pH 12.0 arasinda birer birimlik artisla
analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 4.20. ve Sekil 4.13.’de gdsterilmistir. Elde edilen hashas
protein izolatlarinin ¢oziiniirliik 6zellikleri Yin ve ark. (2011)’e gore belirlenmistir. pH 2-
12 araliginda her ¢eside ait muamele gruplari test edilmis ve supernatant kisminda bulunan

protein icerigi Bradford (1976) metodu ile tespit edilmistir.

Cizelge 4.20. Hashas protein izolatlar1 ¢oziiniirliik 6zellikleri

Protein miktar1 (mg/mL)

Ornek Adi
pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH pH
2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0
71.14 4558 4113  13.75 1638 1876 19.24 20.03 3321 86.86 67.17
= Kontrol +0.22 044 £0.67 £0.56 £0.00 +0.00 +0.22 +0.23 £0.00 +0.22 +045
<
E 25774 16.85 1407 1526 15.11 17.80 2241 2487 3408 66.22 5892
= Kavrulmug +045 045 +033 +044 +0.00 +0.44 +045 +0.78 034 +0.23 +0.23
8 Enzim 2844 3733 2019 17.09 432+ 9.69 21.14 5550 6622 8137 81.77
+0.00 +0.00 +0.00 +0.11 0.00 +0.17 +045 +£0.11 +0.22 +0.56 =+0.00
69.71 4677 1788 1146 1749 19.15 20.58 21.62 5431 76.21 71.85
_ Kontrol +0.22  +0.34 +0.33 +0.00 +0.00 +0.60 +0.10 +0.00 +0.22 +0.56 +0.44
s
g 14.63 11.69 8.28 9.07+ 1574 65.03 6534 7510 75.19 88.84 7947
o Kavrulmus +0.23  +0.33 +0.00 0.44 +0.00 +0.11 +0.33 +044 057 +0.11 +0.11
8 ) 11.30 4.86 4.31 2.72+ 876+ 2955 2955 3130 41.78 56.69 58.68
Enzim +0.00 +0.56 +0.00 0.21 0.45 +0.00 £0.00 +0.00 +044 £0.21 +0.56
20.18 19.79  7.09+ 241+ 550+ 1019 1336 1590 1892 75.27 35.82
Kontrol +0,21 +0.11  0.11 0.67 0.11 +0.00 £0.00 +0.00 +045 +0.00 =+0.34
E 5749 4050 7.10+£ 7.49+ 2526 2629 5725 6503 6574 8344 78.68
<  Kavrulmug +0.22  £0.00 0.04 0.00 +0.00 +0.55 +0.56 +0.56 +0.23 +0.55 +0.33
=
o 65.10 4923 1336 9.63+ 798 1543 2931 7050 7217  73.12  105.6

Enzim +0.44 +0.21 +0.00 0.34 +0.00 +0.00 +033 +0.44 034 +0.11 +0.11

Cozinirligin en iyi oldugu pH degeri supernatantda en yiiksek protein miktarinin
(mg/mL) tespit edildigi deger olarak belirlenmistir. Cizelge 4.20°de goriildiigi gibi her ¢
ceside ait kontrol ve kavurma uygulanan gruplarda ¢oziiniirliigiin en fazla oldugu pH
degeri 11.0 iken enzim gruplarinda pH 12.0 olarak goriilmektedir. Protein izolatlarinin
hazirlanmas1 dncesinde yapilan optimizasyon ¢alismalarimiz da hashas proteinlerinin en

iyi pH 11.0 ve 12.0’da ¢dziindiigiinii gostermistir.

Haghag protein izolatlarinin ¢oziintirligii (Sekil 4.13.) {ic ¢eside uygulanan tiim
muamelelerde, beklenildigi sekilde proteinin izoelektrik noktasinda en diisiiktiir ve

izoelektrik noktadan asidik ve bazik pH degerlerine dogru gidildikce artmaktadir.
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Eklund ve Agren (1975) yapmus olduklar1 ¢alismada; hashas pres keklerinde ¢oziicii
olarak su kullanilmasi durumunda azot ¢6zilintirliigiiniin pH 9.0°da % 77 ve pH 10.0°da %
81 oldugunu tespit etmislerdir. pH 3-6 araliginda tohum toplam azotunun sadece % 20’si

¢oziinebilir halde olup, en diisiik ¢6ziiniirliik bu aralikta gozlenmistir.

ofis8-beyaz ofis3-mavi ofisd-sart

230, 0
2000 /\ 2000
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/’/ Z
]
]
00
——enzim = z ——enzim
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=—lommol —Yontc
¢ . — konal

—H —pl
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10203 4 85 6 7 3 9 101 123 45 6 7 8 9 101

protein miktart (mg/ml)

Sekil 4.13. Hashas protein izolatlarinin ¢oziiniirliikk grafikleri

Srinivas ve Narasinga Rao (1981) tarafindan yapilan calismada; ii¢ farkli hashag
cesidinden elde edilen yagsiz unlarin nitrojen ¢oziiniirliigii su, 1 M tuz ¢dzeltisi ve % 2’lik
sodyum hekzametafosfat c¢ozeltileri kullanilarak incelenmistir. Cozelti olarak su
kullanildiginda en diisiik ¢oziintirliikk pH 6.5 degerinde ve pH 1-3 araliginda gozlenmistir.
En yiiksek ¢oziiniirliik ise pH 9.3’de elde edilmistir. IM NaCl ¢ozeltisi kullanildiginda ise;
minimum ¢oziinlirliik pH 2.0’ da gdzlenirken, pH 6.6 da % 85 oraninda bir ¢oziiniirlikk
elde edilmistir. Bu pH degerinin lizerinde ¢Oziniirlikte artis gozlenmemistir. %?2’lik
sodyum hekzametafosfat c¢ozeltisi kullanildiginda, tuz ortamina benzer bir profil
gozlenmistir. pH 7.0 degerinde toplam azotun % 80-83’linlin ¢oziindiigli gdézlenmistir.
Bizim c¢alismamizda hashas yagsiz unu degil, tohum protein izolati kullanilmig ve
¢Oziiniirlik su ortaminda incelenmistir. Elde edilen veriler, daha 6nce hashas tohum

keklerinde belirlenen azot ¢oziiniirliigii degerleri ile uyumludur.

Yin ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada; sabun agaci tohumu proteinlerinin
globulin fraksiyonlarinin ¢oziniirliigii pH 5.0-6.0 arasinda minimum olarak tespit
edilirken, pH 5.0 altinda ve pH 6.0 {izerinde ¢oziiniirliiglin arttig1 rapor edilmistir. Genel
olarak; yiikksek pH degerlerinde protein lizerindeki net negatif yiikk artisi protein
agregatlarinda dagilmaya neden olmaktadir ve bu nedenle ¢oziiniirliik artmaktadir. Diisiik
pH degerlerinde ise; bunun tersi olarak artan net pozitif ylik ¢oziiniirliige katkida

bulunmaktadir.
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Martinez-Flores ve ark. (2002) yapmis olduklar1 c¢alismada; keten tohumu
proteinlerinin ¢oziiniirliigiiniin pH 6.0 {izerinde artarak maksimum ¢oziniirliiglin pH
10.0°da goriildiigiinii ve en diisiik ¢oziiniirliigiin ise keten tohumlarinin izoelektrik noktasi

olan pH 5.0 yakinlarinda oldugunu rapor etmislerdir.

4.15.2. Protein izolatlariin fiziksel analizleri

Dondurarak kurutulan (freeze-dry) hashas protein izolatlarinda renk belirlemesi
Minolta CR-300 Reflektans kolorimetresi (Osaka, Japonya) ile yapilmis ve renk
Olciimiinde CIE’ in sistemi kullanilarak L, a* ve b* degerleri belirlenmistir. Elde edilen

hashas protein izolatlar1 Sekil 4.14” de goriilmektedir.

OMis 8 - Kontrol

o ¥

3 N

| ots kom0 083 Ko

Ofis 4 - Kontrol

Sekil 4.14. Hashas protein izolatlart.

Veriler incelendiginde; protein izolatlarinin her ii¢ renk bileseni (L, a*, b*) iizerinde
muamele ve ¢esit (p=0.000) etkisinin 6nemli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14. ve Cizelge
4.21). L degeri 45.68 - 80.37, a* degeri 0.60 - 7.94, b * degeri ise 9.92 - 18.96 arasinda
tespit edilmistir. En yiiksek parlaklik degeri (L) 80.37 olarak tespit edilmis olup, ofis 3-sar1
ceside ait kavrulmus Ornekten izole edilen proteinden elde edilmistir. En yiiksek a*

(kirmizilik) degeri 7.94 olup ofis 3-mavi enzim grubunda tespit edilmistir ve kirmizilik
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degerleri her li¢ ¢esit icinde enzim gruplarinda en yiiksek degerleri gostermistir. Sarilig
ifade eden en yiiksek b* degeri (18.96) yine ofis 3-mavi enzim grubunda yer almistir. b*
degerlerinin enzim uygulanan orneklerde en yiiksek oldugu goriilmektedir. L degerleri
kavurma oOn islemi uygulanan orneklerden elde edilen protein izolatlarinda kontrol

orneklerine gore yiiksek iken, a* ve b* degerleri diistiktiir.

Goriintlir vizkozitenin belirlenmesi icin, haghas proteini ve distile su ile % 20’lik
ornek dispersiyonlar1 hazirlanmig, pH 7.0 da 60 °C ve 40 °C sicakliklarda Brookfield

viskozimetre-model DV II+Pro (with Rheocalc software) ile dl¢timler yapilmistir.

Haghag protein izolatlarinin goriiniir vizkozite degerleri tizerinde her iki sicaklik
derecesi (40 °C ve 60 °C) acisindan da muamele etkisi (p=0.000) 6nemli iken cesit
etkisinin (sirastyla p=0.134 ve p=0.082) istatistiksel olarak O6nemli olmadig1 tespit
edilmistir. Beklenildigi sekilde sicaklik artisi ile birlikte vizkozite degerlerinde artis
meydana gelmistir. 40 ve 60 °C sicakliklarda en yiiksek vizkozite degerleri kavrulmus
orneklerde (sirasiyla 32.45 cP ve 59.95 cP) tespit edilmis, her iki sicaklikta enzim On
uygulamasi protein ¢ozeltilerinde kontrol gruplarina oranla vizkozitede diisiise neden
olmustur. Globuler proteinlerin vizkozitelerinin pH ve sicakliktaki diisiis ile birlikte
azaldig1 ve her ikisinde meydana gelen artis ile de arttig1 rapor edilmistir (Kanu ve ark.,

2007).

Literatiirde hashas proteini vizkozitesi ile ilgili daha once yapilmisg bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Kanu ve ark. (2007) tarafindan yapilan caligmada susam protein
izolatlar1 ile hazirlanan ¢ozeltilerin vizkozitelerinin sicaklik artis1 ile birlikte arttigi rapor
edilmis olup; pH 7.0 da 40 °C sicakliktaki vizkozite degeri 50 cP altinda olup bizim
degerlerimiz ile uyumludur. Ancak pH 7.0 da 60 °C sicakliktaki vizkozite degerleri 100-
150 cP arasinda tespit edilmis olup; hashas protein izolatlarinin ayni sicakliktaki
vizkoziteleri bu verinin oldukca altindadir. Tohum farkliligi ve tohum proteinlerinin

sicakliga kars1 olan reaksiyon farkliliginin bu durumda etkisi olmasi muhtemeldir.

Khalid ve ark. (2003) tarafindan susam protein izolatlar1 lizerine yapilan baska bir
calismada, % 20’lik susam protein izolatlarinin 25 °C ve pH 7.0 da vizkozitesi 53.10 cP,
70 °C (pH 7.0) sicaklikta ise 178.90 cP olarak rapor edilmistir.
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Cizelge 4.21. Hashas protein izolatlarinin fiziksel 6zellikleri

Ozellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam
Kontrol 32355162 A a 78511 62Bb 1405127 ABa 30 5349 42
Vizkozite Kavrulmusg 31.75£1.76 Aa 32.45+£2.47 Aa 31.90£1.55 Aa 32.03%1.56 p=0.134
40°C(cP)  Enzim 26.05+0.35 Ab 24.15+1.06 Ab  24.95£0.35 Ab  25.05+1.00
Toplam
50,000 30.0543.29 28.15+3.97 29.4243.58
Kontrol 58.40+2.12 Aa 527542.05 Aa  59.25+2.89 Aa  56.80+3.66
59.95+3.32 Aa
Vigkogite ~ Kaviulmus — 57.5043.67 Aa 53.85+2.89 Aa 57.1043.75 0,082
60°C (cP)  Enzim 42.45%+1.76 Ab 43504127 Ab  41.95+2.05 Ab 4263151
Toplam
520,000 52.78+8.27 50.03+5.35 53.7249.37
Kontrol 66.75+0.03 Bb 64.27+0.01 Cb  74.14£0.04 Ab  68.38+4.59
Kavrulmus ~ 79.28£0.02Ca  79.87+0.03Ba 8037007 Aa  79.84+048  P0-000
L
Enzim 55.8120.00 Bc 45.68+0.15Cc  69.38+0.08 Ac  56.96+10.63
Toplam 67.28+10.50 63.27+15.30 74.63+4.93
p=0.000
Kontrol 1.84+0.00 Bb 4.29+0.01 Ab 1.19£0.01 Cb 2.44+1.46
Kavrulmusg 1.10+0.01 Bc 1.62+0.00 Ac 0.60+0.01 Cc 1.11+0.45 p=0.000
. .
a Enzim 4.20+0.00 Ba 7.94£0.01 Aa 2.29+0.02 Ca 4.8142.56
Toplam
520,000 2.38+1.44 4.62+2.83 1.36£0.76
Kontrol 13.94+0.02 Cb 14.05£0.01 Bb  14.39£0.00 Ab  14.12+0.21
Kavrulmug 11.55+0.00 Be 9.92+0.00 Cc 12.23+0.00 Ac 11.23+1.06
p=0.000
b* Enzim 18.87+0.01 Ba 18.96+0.03 Aa  17.07£0.03 Ca  18.30+0.95
Toplam
p=0.000 14.78+3.34 14.31+4.05 14.56+2.17

* Aymn siitundaki kiigiik harfler ayni ¢esitden elde edilen her bir protein 6rneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n

islemlere gore karsilastirilmalarini gostermektedir.

** Ayni satirdaki bityiik harfler ise ayni 6n iglem uygulanan her bir protein 6rneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum gesitleri

arasindaki karsilagtirilmalarini gostermektedir.

4.15.3. Protein izolatlarinin fonksiyonellik 6zellikleri

Elde edilen 9 farkli protein Orneginde, alti farkli protein fonksiyonel ozelligi
belirlenmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.22.’de goriilmektedir. Incelenen hashas
cesitleri arasinda kontrol gruplarindan izole edilen proteinlerin en yiiksek su baglama (2.20
g/g) ve yag baglama (2.17 g/g) degerleri ofis 4-sar1 ¢esidine aittir. Proteinlerin su ve yag
absorbe etme yetenekleri polar ve non-polar amino asit kompozisyonlarina baghdir.
Protein izolatlarimin su ve yag baglama o6zellikleri {izerinde muamele etkisinin (sirasiyla

p=0.008 ve p=0.003) 6nemli oldugu goriilmiistiir.

En yiiksek su baglama oranlar1 kavrulmus oOrneklerde (2.25 - 2.47 g/g) tespit

edilmistir. Bunun en Onemli nedeni, meydana gelen protein denaturasyonu sonucu
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proteinlerin globuler yapisinda olusan degisim olarak diistiniilmektedir. Enzim uygulanan
orneklerin su baglama yetenegi (1.67 - 1.95 g/g) kontrol gruplarina oranla bir miktar
diisme gostermistir. En diisiik su baglama 1.67 g/g ile ofis 8-beyaz ¢esidine, en diisiik yag
baglama degeri ise 1.41 g/g ile ofis 4-sar1 cesidine aittir. Bu iki ¢eside ait proteinlerin

enzim etkisine daha direncsiz olduklar1 ve fonksiyonelliklerinin olumsuz etkilendigi

sOylenebilir.

Cizelge 4.22. Hashas protein izolatlarinin fonksiyonellik 6zellikleri

Ozellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam
Kontrol 1.87+0.25 2.04+0.36 Aa 2.20+£0.09 Aa  2.04+0.25
WHC-Su Kavrulmus 2.47+0.32 Aa 2.35+0.31 Aa 2.25+028 Aa 2.36£0.25  p=0.726
Enzim 1.67£0.04 Ab 1.95+0.04 Aa 1.76£0.05 Aa  1.80+0.13
baglama Toplam p=0.008  2.00+0.41 2.11+0.28 2.07+0.27
OHC-Yag Kontrol 1.68+0.01 Ab 1.87+0.14 Aa 2.17£0.05 Aa  1.90+0.23
bas Roasted 2.44+0.13 Aa 2.27+0.20 Aa 245+028 Aa  2.38+0.19
aglama . p=0.807
Enzim 1.67£0.03 Ab 1.91£0.50 Aa 1.414045 Ab  1.66+0.37
kapasitesi (g/g) Toplam p=0.003 1.92+0.39 2.02+0.31 2.0+0.54
EA-Emiilsiyon Kontrol 21.87+2.65 Aa  10.00£3.53 Bab  8.75+1.76 Ba  13.54+6.8
aktivitesi (%) Kavrulmus 28.75+1.76 Ab  22.50+3.53 Aa  21.25+1.76 24.16+4.0 0002
’ Enzim 2.50+0.00 Ac 4.37+0.88 Ab 3.75+1.76 Aa 3.54+122 P
Toplam p=0.000  17.71%£12.25 12.29+48.6 11.2548.17
ES-Emiilsiyon Kontrol 10.63+0.88 Aa  6.25+1.76 Aab  5.62+0.88 Aa  7.50+2.62
e Kavrulmus 11.5043.53 Aa  8.75+1.76 Aa 5.6242.65Aa  7.2942.55
stabilitesi (%) Enzim 1.8740.88 Ab  2.50+0.00 Ab 1.8740.88 Aa  2.08£064 P 0136
Toplam p=0.001  6.664.30 5.83+3.02 4374233
FC-Kopiiklenme  Kontrol 15.04+1.06 Aa  19.26£7.04 Aa  17.06+0.56 17.1243.7
Kapasitesi (%) Kavrulmus 143142.86 Aa  15.31£1.07 Aab  14.28+0.00 15.30+1.6 50,685
Enzim 13.21+1.75 Aa 9.45+1.78 Ab 9.37+0.86 Aa  10.72+2.3 :
Toplam p=0.008  14.88+2.07 14.67+5.50 13.58+3.50
FS-Kopiik Kontrol 23.61+1.96 Aa  21.8749.25Aa  19.19+1.42 21.56+8.1
stabilitesi (%) Kavrulmus 20.78+9.18 Aa 29.86+9.18 Aa  34.37+3.25 28.34+10. 5=0.986
Enzim 46.43+5.05 Aa  36.67+4.71 Aa  35.00+7.07 39.36+7.0 :
Toplam p=0,027  30.27+13.45 29.47+10.33 29.52+11.63

* Aym stitundaki kiiciik harfler ayni gesitden elde edilen her bir protein 6rneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n
islemlere gore karsilagtirilmalarim gostermektedir.

** Ayni satirdaki bilyiik harfler ise ayni on iglem uygulanan her bir protein 6rneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum gesitleri
arasindaki karsilastirilmalarini gostermektedir.

Proteinlerin su ve yag baglama ozellikleri amino asit profili ve yiikk kalintilari,
konformasyon ile yakindan ilgilidir. Tohuma uygulanan proteaz ve hemiseliilaz enzimleri,
protein ve karbonhidrat molekiillerini pargalayarak molekiil yapilarini kiigiiltmiis, molekiil
yiizeyindeki yiik durumu degismis ve sonug¢ olarak su ve yag baglama yeteneklerinde
diisme gozlenmistir. Ozellikle ofis 4 ¢esidi kontrol grubu proteinleri en iyi su (2.20 g/g) ve
yag baglama (2.17 g/g) yeteneklerine sahip olmasina karsin, muamelelerden olumsuz
etkilenmistir. Buna karsin her iki 6zellik agisindan kontrol gruplarinda en diisiik degerlere

sahip olan ofis 8-beyaz proteinleri, kavurma ve enzim uygulanmasindan olumlu
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etkilenerek, bu iki muamele grubunda en yiiksek su ve yag baglama kapasitesi degerlerini

vermislerdir.

Orneklerin yag baglama kapasiteleri incelendiginde; yine en yiiksek degerler
kavrulmus (2.27 - 2.45 g/g) orneklerde yer almis, enzim uygulanan gruplarda (1.41 - 1.91

g/g) ise kontrol gruplarina oranla ya c¢ok az bir diisme veya ayni1 seviyeler gdzlenmistir.

Literatiirde hashas yagsiz ununun fonksiyonelligi iizerine ¢aligmalar yer almakta,
ancak protein izolatlarina ait veri bulunmamaktadir. Ancak farkli tohumlardan elde edilen
izolatlarin su ve yag baglama kapasitelerine dair bircok calisma yapilmistir. Bazi yagh
tohum proteinlerine ait su ve yag baglama kapasiteleri sirasiyla; bugday tohum proteinleri
icin 1.66 g/g ve 1.73 g/g (Ahmedna ve ark., 1999), keten tohumu proteinleri i¢in 2.7 g/g ve
1.18 g/g (Martinez-Flores ve ark.,2002), kanola proteinlerinde 2.5 g/g ve 1.2 g/g
(Manamperi ve ark., 2007), susam protein izolat1 i¢in 3.02 g/g ve 1.29 g/g (Kanu ve ark.,
2007) olarak bildirilmistir. Haghas proteinlerinin su baglama degerleri 1.67 - 2.47 g/g
arasinda, yag baglama kapasiteleri ise 1.41 - 2.45 g/g olarak belirlenmis olup literatiir ile

uyumludur.

Khattab ve Amtfield (2009) yapmis olduklari ¢alismada kanola tohumlarina kavurma
ve haslama islemi uygulanmasinin kanola tohum proteinlerinin su ve yag baglama
kapasitelerinde 6nemli artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Kolza tohum proteinlerinin,
proteolitik enzim uygulamasi sonucunda elde edilen hidrolizatlarinin su ve yag baglama
Ozelliklerinin kontrole oranla oldukca yiiksek oldugu rapor edilmistir (Vioque ve ark.,
2000). Is1 uygulamasinin genel olarak su ve yag baglama ozellikleri {izerindeki olumlu

etkisi bizim ¢alisma sonuc¢larimizda da goriilmektedir.

Calismamizda ¢ farkli hashas c¢esidine ait proteinlerin emiilsiyon aktiviteleri ve
stabilitelerinin uygulanan 0On islemlerden nasil etkilendigi de arastirilmistir. Protein
izolatlarinin emiilsiyon aktivitelerinin (% 2.50 - 28.75) ve stabilitelerinin (% 1.87 - 11.50)
oldukea diisiik oldugu goriilmektedir. Emiilsiyon aktivitesi iizerinde muamele (p=0.000) ve
cesit (p=0.002) etkilerinin énemli oldugu tespit edilmistir. Kontrol gruplar1 arasinda en
yiiksek emiilsiyon aktivitesi (% 21.87) ofis 8-beyaz ¢esidinde tespit edilmistir. Kavurma
islemi uygulanmasinin ardindan her ii¢ ¢esitde de emiilsiyon aktivitelerinde artis gdzlenmis
olup, en yiiksek deger yine ofis 8-beyaz (% 28.75) ¢esidinde belirlenmistir. Emiilsiyon
aktivitesinde kavurma islemi ile birlikte gozlenen artis ofis-3 mavi ve ofis4-sari

cesitlerinde aynidir (% 12). Enzim 6n islemi, 6rneklerin genelinde emiilsiyon aktivitesinde
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ciddi disiislere neden olmus ve enzim uygulamasindan en fazla etkilenen cesit ofis 8-beyaz
(% 19.37 azalma) olmustur. Denaturasyon hidrofobik alan1 ve esnekligi arttirdigi igin
proteinlerin emiilsiyon ozelliklerini gelistirebilmektedir (Kanu ve ark. 2007). Bu sebeple
kavurma uygulanan 6rneklerin emiilsiyon aktivitelerindeki artis beklenen bir durumdur.
Emiilsiyon aktivitesi iizerinde kavurma isleminin olusturdugu bu etki yagsiz hashas

unlarinda da gézlenmistir.

Yagli tohum proteinlerine dair literatiirde, hashas proteinlerinin fonksiyonel
ozellikleri lizerine yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak benzer yagl
tohumlar {izerine yapilan g¢aligmalar incelenmistir. Ahmedna ve ark. (1999) tarafindan
yapilan ¢aligmada emiilsiyon aktivitesi bugday protein izolat1 i¢in % 87, soya protein
izolat1 i¢in % 87.5, sodyum kazeinat i¢in % 79, kurutulmus yumurta beyazi i¢in % 53,
yagsiz kuru siit proteini i¢in % 58 olarak bildirilmistir. Bu ¢aligmada elde edilen veriler
bizim emdiilsiyon aktivite verilerimize oranla oldukga yiiksektir. Martinez-Flores ve ark.
(2002) kolza protein konsantratlar1 i¢in pH 6.0’da emiilsiyon aktivitesini % 84.4 olarak

belirlemislerdir.

Susam protein konsantratlari iizerine yapilan bir ¢alismada; maksimum emiilsiyon
kapasitesi (% 38.0) 40-65 g L' oraninda protein konsantrat: kullanilmas1 durumunda ve
9.0 tizeri ile 5.0 altindaki pH degerlerinde elde edilmistir. En diisiik emiilsiyon kapasitesi
(% 19.2) ise daha diislik protein konsantrasyonlarinda ve pH 4.6 - 6.8 araliginda elde
edilmistir. pH degerinde olusan artisin susam proteinlerinin emiilsiyon aktivitesini
arttirdigl gézlenmistir. Bu calisma sonuglarindan anlasildigina gore; emiilsiyon aktivitesi
tizerinde kullanilan proteinin miktar1 ve pH degeri etkili olup, izoelektrik noktaya
yaklastik¢a ¢oziiniirliik azaldig: icin emiilsiyon aktivitesi diismektedir. Izoelektrik nokta,
cozeltinin i1yonik gliciinii degistirmekte ve Zeta potensiyeli sifir olma egilimi
gostermektedir (coulombik kuvvetler molekiillerin daha stabil olmalarin1 saglamakta ve
brownian hareket emiilsiyonlar yerine siispansiyonlar olusmasini tesvik etmektedir) (Cano-
Medina ve ark., 2011). Bizim ¢aligmamizda hashas proteinlerinin emiilsiyon aktiviteleri
pH 7.0 da incelenmis olup, orneklerin izoelektrik noktalari pH 4.0 - 5.5 arasinda
degismektedir. Kullanilan protein miktari ise yaklasik olarak 25 g L' civarindadir. Diisitk

emiilsiyon aktivitesinin sebepleri bunlar olabilir.

Kanu ve ark. (2007) tarafindan susam proteinleri iizerine yapilan farkli bir ¢alismada,

emiilsiyon aktivitesinin pH 2.0 ile 7.0 - 10.0 araliginda oldukga yiiksek oldugu ancak pH
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3.0, 4.0, 5.0 ve 6.0’ da diistigii rapor edilmistir. Bitkisel orijinli pek ¢ok protein pl alani
altinda ve flzerinde iyi ¢Oziiniirlik Ozellikleri gostermektedir. Protein izolatlarinin
hazirlanmas sirasinda kullanilan tuz ile pH ayarlamasi i¢in kullanilan HCl ve NaOH’in
proteinlerin denurasyonuna katki sagladigi ve boylece emiilsiyon 6zelliklerinin gelistigi

bildirilmigtir.

Emiilsiyonlar potansiyel olarak stabil degildirler ve stabil emiilsiyon denildiginde
1sitma ve/veya calkalama sonucunda kremlesme, folikiil olusumu, dagilma ve/veya faz
ayrimi olugsmaksizin emiilsiyonun degismemesi anlasilir (Ahmedna ve ark., 1999). Hashas
proteinlerinin emiilsiyon stabiliteleri incelendiginde emiilsiyon aktivitelerine benzer bir
durum goézlenmektedir. Emiilsiyon stabilitesi lizerinde muamele etkisi (p=0.001) Snemli
iken cesit etkisinin (p=0.136) istatistik olarak onemsiz oldugu belirlenmistir. Kontrol
ornekleri arasinda en yiiksek stabilite degeri % 10.63 ile ofis 8-beyaz ¢esidine aittir.
Kavurma islemi ile ofis 8-beyaz (% 11.50) ve ofis 3-mavi (% 8.75) ¢esitlerinde emiilsiyon
stabilitesi gelisme gostermesine karsin, ofis 4-sar1 ¢esidinde aymi kalmistir. Enzim
uygulamasi her ii¢ ¢esitte de emiilsiyon stabilitesinde ciddi anlamda azalmaya (% 1.87 -

2.50) sebep olmustur.

Yagl tohum proteinlerine dair literatiir incelendiginde, ¢alismamiz ile elde edilen
hashas proteinlerine dair emiilsiyon stabilite verilerinin olduk¢a diisiik olduklart
goriilmiistiir. Hashas tohum proteinlerinin fonksiyonellik ozellikleri {izerine veri
olmadigindan benzer tohumlarin 6zelliklerinin incelenmesi gerekmistir. Ahmedna ve ark.
(1999) tarafindan yapilan ¢alismada, bugday protein izolatlarinin emiilsiyon stabiliteleri %
79 olarak tespit edilmis ve soya protein izolat1 ile sodyum kazeinata benzer oldugu rapor

edilmistir.

Cano-Medina ve ark. (2011) tarafindan yapilan c¢alismada, susam protein
konsantratlarinin emdiilsiyon stabilitelerinin asidik kosullarda (% 50.6) bazik kosullara
oranla (% 44.8) daha yiiksek oldugu bildirilmistir. pH degerlerinin ndtrale yaklagsmasi ile
birlikte emiilsiyon stabilitesinin dereceli olarak azaldig1 ve en diisiik stabilite degeri olan %
35.6’nin diisiik protein konsantrasyonlarinda belirlendigi rapor edilmistir. Bu durum bizim
hashas protein oOrneklerimize ait stabilite degerlerinin dugiikligii hakkinda bilgi

vermektedir.

Calismamizda materyal olarak kullanilan hashas ¢esitlerinin kopiiklenme kapasiteleri

ve kopiik stabiliteleri de incelenmistir. Kopiiklenme kapasitesi ve kopiik stabilitesi
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tizerinde muamele (sirastyla p=0.008 ve p=0.027) etkisi istatistik olarak Onemli
bulunmustur. Orneklerin képiiklenme kapasiteleri % 9.37 - 19.26 arasinda degismekte
olup, en yiiksek deger (% 19.26) ofis 3-mavi ¢esidine ait kontrol Orneginde tespit
edilmistir. Hashas cesitlerinin kopiliklenme oOzellikleri agisindan 6n islemlere verdigi
tepkiler aynidir. Her ii¢ ¢esit i¢in de uygulanan kavurma (% 14.28 - 15.31) ve enzim
muamelesi (% 9.37 - 13.21) 6n islemleri kopiiklenme kapasitelerinde diisiise neden
olmustur. Tohumlarin enzim ile 6n islemden gegirilmesi kdpiik stabilitelerinde ise 6nemli
oranda artisa neden olmustur. Orneklerin kopiik stabilite degerleri % 19.19 - 46.43
arasinda degismekte olup, 30 dk oda sicakliginda bekletme sonucunda kalan k&piigiin

yiizde olarak miktaridir.

Diistik koptliklenme kapasiteleri, yetersiz elektrostatik —etkilesimlere, diisiik
¢cozlinlirliige ve sonu¢ olarak protein-protein interaksiyonlarnin yetersizligine atfedilir.
Diger yandan, yiiksek kopiliklenme kapasitesi iyi hidrate olmus kopiiklere bagli iken,
koptik stabilitesinde ki azalma denaturasyona baglidir (Appiah ve ark., 2011). Kpiiklenme
kapasitesi ile ¢ozlniirliigiin yiiksek iliskisi ve bizim ¢aligmamizda kdpiiklenme testlerinin
pH 7.0°da yapilmis olmasi diisiik kapasitelerin nedeni olarak diisiiniilmektedir. Martinez-
Flores ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada da keten tohumu konsantratlarinda en
diisiik kopiiklenme kapasitesi % 12 olarak pH 6.0’da belirlenmistir. Ancak maksimum
kopiik stabilitesi de (% 83.3) yine bu pH degerindedir. Bunun sebebi olarak izoelektrik
nokta civarinda protein molekiilleri igersindeki itme ve ¢ekme kuvvetlerinin yeterli oranda
dengede olusmas1 ve bdylece kopilik olusumu goézlenerek maksimum kopiik stabilitesine
neden olmas1 gosterilmistir. Ayni ¢alismada en yliksek kopiik kapasiteleri ise % 40 ile pH
2.0’da ve % 42 ile pH 10.0°da gozlenmistir.

Cano-Medina ve ark. (2011) tarafindan yapilmis olan c¢aligmada susam protein
konsantratlarinda maksimum kopiiklenme kapasitesinin (% 240) 5.0’in altindaki pH
degerlerinde elde edildigi bildirilmistir. Minimum kopiik stabilitesi ise (% 50.4) ile pH
7.6’'nin tizerindeki degerlerde tespit edilmistir. pH degeri azaldik¢a kopiik stabilitesinin

arttig1 rapor edilmistir.

Susam proteinleri lizerine yapilan baska bir ¢alismada; kopiiklenme kapasitesinin pH
degerine bagli oldugu, en diisiik verilerin ise izoelektrik nokta araliginda (pH 4 - 5.5) tespit
edildigi bildirilmistir. pH 7.0°da susam proteini i¢in kdpiiklenme kapasitesi % 79 ve 30 dk

sonraki kopiik stabilitesi ise % 80 olarak belirlenmistir. pH 5.5’un iizerinde ve 6zellikle pH
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10-11°de kopiiklenme kapasitesi onemli oranda artmistir. Bu iki pH degerinde protein
molekiilii lizerindeki net yiikler artmakta, bu sebeple hidrofobik interaksiyonlar
zayiflamakta fakat proteinin esnekligi artmaktadir. Net yiikiin artmasinin saglanmasi yagh
tohum proteinleri i¢in pH 7-11 araliginda uygulanabilirdir ve pH 12-14 oldugunda net yiik
azalir. Protein molekiilii tizerindeki net yiikiin artmasi, proteinin su-hava ara fazina hizl
diffiize olmasini ve hava molekiillerini hizli ¢evrelemesini saglayarak kopiik olusumunu

tyilestirir (Kanu ve ark., 2007).

Haghag proteinlerinin jellesme ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla % 20’lik stok
cozeltiden % 2 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 (w/v) oranlarinda 6rnek igerecek sekilde
dilisyonlar hazirlanmis ve metod uygulanmistir. Jellesme durumlan Cizelge 4.23’de

gosterilmigtir.

Cizelge 4.23. Hashas protein izolatlarinin jellesme 6zellikleri

Cesit Muamele 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16% 18% 20%
Kontrol S1V1 S1V1 i)llvhl;r i)llvhl;: vizkoz  viskoz viskoz s1vi jel kati jel  kati jel
Ofis 8 sivit+ SIvI+ . . . . . . . .
(beyaz) Kavrulmus pihtt pihtt viskoz  siv1 jel kat1 jel  kat1jel kati jel kat jel kat jel kati jel
Enzim ;Vhl; Sp;lvhl:l— viskoz  viskoz stvijel  sivijel stvijel  katijel  Kkatijel kat1 jel
stvit sivi+ . . . .
Kontrol S1v1 S1v1 S1v1 S1V1 pihts pihtt viskoz siv1 jel siv1 jel kat jel
Ofis 3 stvit SIVI+ svit+ . . . . . . .
(mavi) Kavrulmus pihtt pihtt pihts viskoz viskoz  viskoz kat1jel  kat1jel kat jel kati jel
. S1vI+ s1vit+ S1vi+ . . . . . . .
Enzim pihts pihtt pihts viskoz viskoz viskoz viskoz siv1 jel s1v1 jel kat jel
Kontrol S1v1 Sp;lvhl:l— i)llvhlz viskoz vizkoz  sivi jel kat1jel  katijel kat1 jel kat1 jel
Ofis 4 stvit SIVI+ svit+ . . . . . . .
(san) Kavrulmus pihtt pihts pihti viskoz viskoz  katijel  katijel kat jel kat jel kati jel
. + + . . . . . . .
Enzim ;llvhltl ;Vhltl viskoz  viskoz swvijel  sivijel stivijel  katijel  Kkatijel kati jel

Kontrol ornekleri incelendiginde ofis 8-beyaz c¢esidi icin en diisiik jellesme
konsantrasyonu % 18, ofis 3-mavi i¢in % 20, ofis 4-sar1 i¢in ise % 14 olarak belirlenmistir.
Tohumlara uygulanan 6n kavurma igleminin ve enzim ile muamelenin proteinlerin jellesme
ozellikleri lizerinde olumlu etkilerinin oldugu goriilmektedir. Kavurma islemi ile
orneklerin en diisiik jellesme konsantrasyonlart % 10-14 aralifina gerilerken, enzim
uygulanmasi1 durumunda en diisiik jel olusturma konsantrasyonun ofis 8 ve ofis 4 cesitleri

icin % 16 oldugu goriilmektedir.

Sharma ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada en disik jellesme

konsantrasyonlar1 badem proteini i¢in % 6, brezilya cevizi ve kestane proteinleri i¢in % 8,
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findik proteinleri i¢in % 12, macadamia i¢in % 20, ¢cam fistig1 proteini i¢in % 12,
antepfistig1 proteini i¢in % 10 ve soya proteini i¢in % 16 olarak tespit edilmistir.
Calismada elde edilen farkli tiir bitkilere ait proteinlerin en diisiik jellesme
konsantrasyonlar1 genel olarak hashas proteinlerine oranla diisiik olmakla birlikte, soya

proteinine ait deger ¢alisma verilerimiz ile uyumludur.

4.15.4. Hashas Proteinlerinin Aminoasit icerikleri

Yapilan ¢alismada ofis 8-beyaz, ofis 3-mavi ve ofis 4-sar1 hashas cesitlerinin ii¢
muamele (kontrol, kavurma, enzim) grubuna ait 6rneklerin tamaminda 17 adet aminoasit
tespit edilmistir (Cizelge 4.24.). Belirlenen aminoasitler alanin (1010.9 - 1918.5 nmol/mL),
asparagin (12.99 - 27.01 nmol/mL), aspartik asit (1767.6 - 2512.1 nmol/mL), glutamin
(16.860 -135.305 nmol/mL), glutamik asit (3291.8 - 5343.2 nmol/mL), glisin (1094.4 -
2235.2 nmol/mL), histidin (221.83 - 712.65 nmol/mL), izolosin (710.1 - 1413.2 nmol/mL),
losin (1089.1 - 2736.8 nmol/mL), lisin (400.58 - 1124.6 nmol/mL), methionin (68.97 -
615.91 nmol/mL), fenilalanin (522.0 -1289.1 nmol/mL), prolin (816.8 - 1708.5 nmol/mL),
serin (731.2 - 1435.8 nmol/mL), treonin (522.41 - 976.89 nmol/mL), tirosin (187.56 -
753.66 nmol/mL) ve valin (971.9 -1853.9 nmol/mL)’dir. Orneklerin hig birisinde 6zellikle
cocuklar icin gerekli olan yar1 esansiyel aminoasitler olan arginin ve sistin tespit
edilmemistir. Esansiyel aminoasitlerden olan triptofan ise sadece ofis 3-mavi ¢eside ait
kontrol (110.40 nmol/mL) ve kavurma (120.14 nmol/mL) 6rnekleri ile ofis 4-sar1 kontrol
(58.88 nmol/mL) 6rneklerinde bulunmustur. Diger esansiyel aminoasitler olan fenilalanin,
izolosin, 16sin, lisin, metionin, valin ve treonin agisindan incelenen hashas cesitlerinin iyi

birer kaynak oldugu goriilmiistiir.

Ornekler fenilalanin agisindan incelendiginde kontrol érneklerinde en yiiksek degerin
ofis 8-beyaz (909.3 nmol/mL) ¢esidinde, en diisiikk degerin ise 772.4 nmol/mL ile ofis 3-
mavi ¢esidinde bulundugu belirlenmistir. Fenilalanin icerigi kavurma islemi ile her ii¢
cesitte de artis gosterirken, enzim uygulamasi sonucunda diisme gostermistir. izolosin
icerigi en yiiksek olan kontrol 6rnegi yine ofis 8 (1265.7 nmol/mL) c¢esidi olarak
bulunmustur. Kavurma islemi sonucunda izolosin igerigi beyaz ve sari ¢esitlerde artarken,
mavi ¢esitde azalma gostermistir. Enzim uygulamasi bu aminoasidin her {i¢ tohum ¢esidin
de azalmasina neden olmustur. Losin icerigi agisindan da benzer bir tablo gézlenmistir. En
yiiksek 10sin igerigi ofis 8 (1948.4 nmol/mL) ¢esidinde gozlenirken, kavurma islemi bu

aminoasidin tiim ¢esitlerde artisina neden olmus ve enzim uygulamasi ile de azalma
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olugmustur. Kontrol ornekleri incelendiginde, lisin ve treonin acisindan da en zengin
cesitin ofis 8-beyaz (sirasiyla 1124.6 nmol/mL, 865.9 nmol/mL) oldugu goriilmektedir.
Her iki esansiyel aminoasit agisindan en fakir cesit ise ofis 3-mavidir (sirastyla 588.18
nmol/mL, 735.52 nmol/mL). Lisin igerigi her ii¢ ¢esit agisindan da kavurma ve enzim 6n
uygulamasi ile azalirken, treonin aminoasitinde kavurma islemi miktarda artisa, enzim
uygulamasi ise azalmaya sebep olmustur. Ofis 4-sar1 (1556.6 nmol/mL) c¢esidi kontrol
gruplar1 arasinda valin aminoasitince en zengin olanidir. Kavurma isleminin aminoasit
miktarlarinda tiim ¢esitler acisindan genel bir artisa, enzim uygulamasinin ise azalmaya
neden oldugu goriilmektedir. Aminoasit verilerinin (¢izelge 4.24) geneli incelendiginde;
enzim On isleminin miktarlar iizerinde azalmaya neden olarak besleyici degeri diistirdigii

sOylenebilir.

Eklund ve Agren (1975) yapmus olduklari ¢alismada; hashas proteini konsatratinda
314 mg/g N isolosin, 486 mg/g N losin, 264 mg/g N lisin, 309 mg/g N fenilalanin, 284
mg/g N tirosin, 87 mg/g N sistin, 168 mg/g N methionin, 265 mg/g N treonin, 80 mg/g N
triptophan, 407 mg/g N valin tespit etmislerdir. Calismamizda elde edilen veriler bu

degerlerin tlizerindedir.

Sirinivas ve Narasinga Rao (1981) tarafindan haghas proteinleri iizerine yapilan bir
baska calismada da; iki hashas ¢esidinin aminoasit icerikleri belirlenmistir. Cesitlerde
tespit edilen aminoasitler; aspartik asit (9.27 - 10.25 g/100g protein), treonin (4.00 - 3.66
g/100g), serine (4.48 - 4.39 g/100g), glutamik asit (24.26 - 25.40 g/100g), prolin (4.20 -
4.37 g/100g), glisin (4.19 - 4.46 g/100g), alanin (4.03 - 4.32 g/100g), valin (5.29 - 5.99
2/100g), methionin (2.66 - 2.54 g/100g), isoldsin (4.50 - 4.35 g/100g), 16sin (7.22 - 7.79
g/100g), tirosin (4.23 -4.17 g/100g), fenilalanin (5.40 - 4.99 g/100g), histidin (2.70 - 2.54
g/100g), lisin (3.51 - 3.48 g/100g), triptofan (1.02 - 1.03 g/100g)’ dir. Bu sonuglar bizim
sonuclarimizla kismen benzerlik gostermektedir ve genelde ayni amino asitler

belirlenmistir.
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Cizelge 4.24. Hashas protein izolatlarinin aminoasit i¢erikleri

Amino Asit Miktar1 (nmol/mL)

Cesit Muamele
Ala Arg Asn Asp Cys GIln Glu Gly His Ile Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val
1736.3  *TEDB  23.08 24106 TEDB  33.56 44972 18635 603.69 12657 19484 11246 61591  909.3 1404.1  1264.0 865.9 0.000 664.05 1447.3
Kontrol +5.1 +0.52 +91.7 +0.62 +4.0 +18.9 +1.85 +18.4 +42.5 3+0.52 +1.30 +1.0 +1.3 +1.4 +1.55 +2.14 +0.6
Ofis 8 1809.8  TEDB 18.68 2188.9  TEDB 13531 34356 2177.0 712.65 1389.5 23165 90241  68.97 1289.1 1708.5 14358 976.89  0.000 753.66  1807.9
(beyaz) Kavrulmus 0.3 +0.11 +14.2 +0.67 +61.0 0.6 +0.19 +14.8 +3.5 +3.20 +1.29 +0.4 +2.1 +0.3 +1.57 +1.57 +0.2
10109  TEDB 13.84 2115.8  TEDB 55.46 34493 10944 221.83 710.1 1089.1  400.58  121.77  522.0 816.8 731.2 522.41  0.000 187.56  971.9
Enzim +1.6 +1.01 +1.2 +0.02 +0.7 +0.7 +0.24 +1.3 +0.8 +0.89 +1.43 +2.6 +0.7 +1.1 +2.09 +0.76 +1.6
1364.8  TEDB 18.56 1966.5 TEDB  22.37 4011.6  1500.6  403.00 1073.0 16342 588.18  81.78 772.4 12245  1047.7 735.52 11040 396.03 1398.6
—_ Kontrol +3.2 +0.31 +0.8 +0.00 +1.3 +0.6 +0.34 +2.5 +1.4 +1.32 +0.01 +0.5 +1.5 +0.2 +0.37 +0.84  +1.07 +0.1
N
o Ofis 3 1918.5  TEDB 27.01 19222  TEDB 72.89 37643 22352 52355 978.8 1986.3  623.14  106.52  949.3 1495.6  1376.7 922.17  120.14 563.78  1413.5
(mavi) Kavrulmus =~ +3.5 +0.46 +0.5 +0.79 +0.6 +0.9 +0.76 1.1 +0.4 +0.75 +1.17 +1.9 +2.0 +1.1 +0.54 +0.26  +0.31 +2.1
11629  TEDB 26.07 1767.6  TEDB 16.86 3291.8 13413  467.57 1037.7 14323 617.39  76.58 757.4 11052 914.0 623.27  0.000 386.34  1335.7
Enzim +2.9 +0.84 +1.6 +0.04 +13.0 +1.0 +0.74 +0.4 +0.5 +1.97 +2.23 +1.9 +2.6 +1.1 +3.20 +0.94 +0.9
1513.8  TEDB 14.76 2218.8 TEDB 3826 38469  1822.6 549.81 1204.8  1785.1 80296  72.25 860.6 13983 11929 850.81  58.880 522.93 1556.6
Kontrol +2.0 +0.18 +112.0 +0.42 +28.5 +4.5 +1.22 +1.7 +1.0 +1.44 +1.48 +0.6 +0.4 +0.2 +0.19 +1.57  +0.74 +1.5
Ofis 4 1822.0  TEDB 12.99 2369.5 TEDB 2427 53432  2019.1 55030 14132 2736.8 796.86  89.25 953.9 1631.5  1296.3 906.59  0.000 532.08 18539
(sar) Kavrulmus  +84.5 +0.34 +34.7 +0.85 +33.7 +1.6 +0.67 +1.2 +73.8 +4.44 +1.07 +4.1 +65.8 +68.8 +3.42 +2.72 +3.0
1456.1  TEDB 17.32 2512.1  TEDB  30.84 44063  1760.5 488.79 1158.7 15739 636.89 124.13  816.0 12447  1007.1 699.55  0.000 435.15 1408.6
Enzim +1.5 +0.64 +1.2 +0.59 +2.4 +10.4 +30.82 +84.4 +193.6  £26.71  £65.24  £90.5 +190.4  £129.1 +106.8 +69.51  +104

*TEDB: Tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.

Ala: Alanin, Arg:Arginin, Asn:Asparagin, Asp:Aspartik asit, Cys:Sistein, GIn:Glutamin, Glu:Glutamik asit, Gly:Glisin, His:Histidin, Ile:izoldsin, Leu:Losin, Lys:Lisin, Met:Methionin, Phe:Fenilalanin, Pro:Prolin, Ser:Serin, Thr:Treonin, Trp:Triptofan, Tyr:Trosin, Val:Valin



4.15.5. Hashas Proteinlerinin Termal Ozellikleri

Ofis 8, ofis 3 ve ofis 4 cesitlerine ait tiim muamele gruplarindan izole edilen
proteinlerin termal Ozellikleri Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) termogramlari
sayesinde incelenmistir. Cizelge 4.25°de hashas proteinlerinin termal karakteristiklerine

dair veriler yer almaktadir.

“Tq” degeri proteinin termal denaturasyon sicaklhigidir ve 6zellikle tersiyer yapi ile
birlikte quarterner yapiy1 devam ettiren hidrojen baglarinin yok olmasini ifade eder. AH ise
ornek igerisindeki denature olmayan proteinin oranini ifade eder ve protein igersindeki

diizenli yapilarin miktar ile korelasyon gosterir (Yin ve ark., 2011).

Cizelge 4.25. Hashas protein izolatlarinin termal 6zellikleri

Ozellik Muamele Ofis 8 (beyaz) Ofis 3 (mavi) Ofis 4 (sar1) Toplam
Kontrol 80.3740.88 A™a"  75.43x1.05Bb  62.95+0.06 Cb 72.92+8.05
Kavrul 53.26+030Cb  98.83+0.09 Aa  68.76+0.97 Ba  73.62+20.72
T,(eC) ~ ovrwimus p=0.000
Enzim 54.60+0.92Ab 30.1540.58 Cc ~ 38.28+0.53Bc  41.0111.15
Toplam p=0.000 62.74+13.68 68.14+31.23 56.66+14.48
Kontrol 93.41+0.00 Aa 84.75+0.06 Bb 67.92+0.00 Cb 82.03+11.59
Kavrul 64.01+0.00 Ca  99.79+0.00 Aa  76.44+0.06 Ba  80.08+16.24
T4 (°C) avimis p=0.000
Enzim 67.86:029 Ab  44.82+0.06 Cc  51.75+0.05Bc  54.81+10.57
Toplam p=0.000 75.09+14.29 76.45+25.40 65.37+11.21
Kontrol 36.86+5.34 Aa  33.0145.67 Aa  30.80+0.95 Ab  33.56+4.45
Kavrul 34.62+1.41Ba 12.96+3.42 Ca  113.89+19.34 5382+ 4833
AH (Jg) —ovrwimus =0.000
Enzim 36.7240.14 Aa  31.27+3.07Aa  25.1541.32 Ab  31.05+5.38

Toplam p=0.001

36.07+£2.71

25.75+10.46

56.61+45.27

To: denaturasyon baslangi¢ (on-set) sicakligi , Td: termal denaturasyon sicakligi, AH: major endotermin entalpi degisimi.
* Aym stitundaki kiiciik harfler ayni gesitden elde edilen her bir protein 6rneginde tespit edilen degerlerin tohumlara uygulanan 6n
islemlere gore karsilagtirilmalarim gostermektedir.
** Ayni satirdaki biiytik harfler ise ayni 6n islem uygulanan her bir protein drneginde tespit edilen degerlerin farkli tohum gesitleri
arasindaki karsilastirilmalarini gostermektedir.

T, ve T4 degerlerinin yiliksek olmasi protein igerisindeki, 1siya karst daha az kararli

olan bir grubun proses sirasinda denature oldugunu gostermektedir. Proteinlerin
denaturasyon islemi sirasinda molekiil 6nemli miktarda 1s1 alir ve DSC termograminda
endotermik bir pik olarak goriiliir. Transfer edilen 1s1 AH ile ifade edilir ve endotermin
altinda kalan alanin integrali alinarak hesaplanir, denature olmayan proteinin oranini
belirlemek i¢in kullanilir. Entalpinin yiiksek olmasi protein igersindeki denaturasyona

dayanikli kisimlarin ¢oklugunu gosterir (Bukya ve Vijayakumar, 2013).
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Haghag proteinlerinin termal 6zellikleri iizerinde muamele ve ¢esit etkisi istatistik
olarak (<0.05) 6nemlidir. Kontrol 6rnekleri arasinda T, (80.37 °C), T4 (93.41 °C) ve AH
(36.86 J/g) degerleri en yiiksek olarak ofis 8-beyaz ¢esidinde goriilmekte, bunu sirasiyla
ofis 3-mavi ve ofis 4-sar1 takip etmektedir. Bu demektir ki beyaz ceside ait proteinler
sicakliga daha dayanikli olup, molekiiliin diizenli yapisim1 bozarak denaturasyon
saglanmasi i¢in daha yiiksek sicakliklar gereklidir. Ancak kavurma ve enzim uygulanan
orneklerde gozlenen durum farklidir. T4 degeri en yiiksek olarak 99.79 °C ile ofis 3-mavi
cesidinin kavrulmus Orneginde goézlenmistir. Kavurma islemi mavi ve sar1 cesitlerde
denaturasyon sicakliginin yiikselmesine neden olurken, her ii¢ ¢esit icinde enzim ornekleri

termal olarak en dayaniksiz olanlardir.

Bukya ve Vijayakumar (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, biitiin haldeki susam
tohumunun entalpisi 1.47 J/g, susam kekinin entalpisi 1.57 J/g ve yagsiz susam ununun
entalpisi ise 1.19 J/g olarak tespit edilmis; Ornekler igerisinde denaturasyona en az

ugrayanin yagsiz susam unu oldugu tespit edilmistir.

4.15.6. Hashas Proteinlerinin Fourier Transform Infrared (FT-IR) Analizleri

Hashag protein izolatlarinin FT-IR analizleri yapilarak protein molekiillerinin yapisi
hakkinda bilgi edinilmege ¢alisiimistir. FT-IR spektroskopisi proteinlerin sekonder yapisal
kompozisyonu ve yapisal dinamiklerini belirlemek ic¢in kullanilmaktadir. FT-IR
spektroskopisi, dalgaboyunun ve 6rnek tarafindan absorplanan infrared (IR) radyasyonun
Olciimiine dayanir. Yiiksek polimerlerin IR spektral datalar1 genellikle yapisal olarak tekrar
eden gruplarin vibrasyonlarindan tahmin edilir. Polipeptid ve protein molekiillerinde yer
alan tekrar eden gruplar dokuz adet karakteristik IR absorbsiyon bandi verirler. Bunlar
amid A, B ve I-VII bandlaridir. Bunlardan amid I ve II bandlar1 proteinlerin omurgasinda
yer alan en Onemli vibrasyonal (titresen) bandlardir. Proteinlerin sekonder yapisal
komponentlerine en hassas spektral alan, amid I iceren 1700 - 1600 cm™ bandidir. Bu alan
neredeyse tamamen (ort % 80) peptid baglarindaki C=0O esneklik titresimlerini (stretch
vibrations) verir. Amid I bandi komponentlerinin sikligi, proteinlerin her bir sekonder
yapisal elementi ile yakin korelasyon gosterir. Amid II bandi ise (potansiyel enerjinin %
40-60’1 ) diizlemsel NH biikiilmeleri ve CN esneme vibrasyonlarindan (potansiyel
enerjinin % 18-40’1) kaynaklanir. Amid II bandi protein yapisal duyarliligim1 daha az
gosterir. Diger amid vibrasyonal bandlari1 olduk¢a kompleks olup; gii¢ alani, yan zincirlerin

tiri ve hidrojen baglar1 gibi detaylara baglidir. Bu detaylar protein konformasyonal
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calismalarinda olduk¢a az ele alinmistir (Kong ve Yu, 2007). Proteinlerde Slgiilen IR

freakanslarina dair bag tanimlamalar1 asagida Cizelge 4.26’da 6zetlenmistir.

Amid I bandmin detayli bilesenleri proteinlerin sekonder yapisi bilindigi zaman
frekanslar incelenerek belirlenebilir. Amid I band: 1700 - 1600 cm™ de titresim verir ve
enerjinin % 80’ 1 amid gruplarindaki C=O stretching vibrasyonu ve % 20 diizlemsel NH
biikiilmelerinden olusur. Bu titresim bandinin sikligi, C=O ve NH kisimlarini igeren
hidrojen baglarinin dogasina baghdir. Yani sirasiyla polipeptid zinciri tarafindan kabul
edilen sekonder yapi, omurgayi olusturan yapi ve hidrojen baglari tarafindan belirlenir.
Kesin olarak sdylenebilir ki, gozlenen amid I bandi birbiri ile ortiisen (overlap) bandlari
icererek protein ve polipeptidlerin bigimini olusturur. Bu overlap bandlar a-heliks, B-
sheets, turn ve rastgele yapilari belirler. Protein sekonder yapisinin bilesenleri ile IR
spektrumu arasinda iliski kuruldugunda; proteinlerin su ortamindaki ¢ozeltilerinde 1654-
1658 cm™ arasindaki bandlar o-heliks yapiya, 1642-1624 cm™ arasindaki bantlar ise p-
sheet bilesenlerine atanmistir. Globular proteinlerde ortalama olarak aminoasit
kalintilarinin % 30’unun B-turn konformasyonlarinda yeraldigi gézlenmistir. 1688, 1680,
1672 ve 1666 cm™ spektrumunda yeralan bandlar p-turn yapilarina atanmustir. Gelisigiizel
1

kivrimlardan olusan konformasyona atfedilen karakteristik band ise 1648+2 cm’

spektrumunda yeralmaktadir (Kong ve Yu, 2007).

Cizelge 4.26. Peptid baglarina ait karakteristik infrared bantlar1 (Kong ve Yu, 2007)

Bandin ismi Dalga sayis1 (cm™) Tanim
Amide A 3300 NH stretching
Amide B 3100 NH stretching
Amide | 1600-1690 C=0 stretching
Amide 11 1480-1575 CN stretching, NH bending
Amide 111 1229-1301 CN stretching, NH bending
Amide IV 625-767 OCN bending
Amide V 640-800 Out-of-plane NH bending
Amide VI 537-606 Out-of-plane C=0 bending
Amide VII 200 Skeletal torsion

Susam protein izolatlartyla yapilan bir calismada (Achouri ve ark., 2012), FT-IR
spekrumun amide I bolgesi kullanilarak proteinlerin tuz, amonyum siilfat ve i1sitma
sonucunda ne tiir yapisal degisimlere ugradiklart Slgiilmeye calisilmistir. Cozeltiye tuz
eklenmesinin (0.2 M) daha diisiik dalga sayisma dogru (1642 cm™) bir kayma ve bunun

sonucunda da B-tabakalarinda azalmanin oldugu; ¢6zeltinin 95 °C’de isitilmasiyla intra-
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molekiiler B-tabakalarinin miktarinda bir artma oldugu (1622-1636 cm™ bandinda artis);
amonyun siilfatla ¢oktiiriilmiis protein 6rneklerinde ise random coil bandinin (1640-1650
cm'l) yiikseldigi bildirilmistir. U¢ farkli hashas tohumunun ii¢ farkli 6n islemle muamele
edilmesinden sonra ekstrakte edilen toplam 9 farkli protein Ornegine ait FT-IR full

spektrumlari asagida Sekil 4.15.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Hashas protein izolatlarinin FT-IR spektrumlar; iistten alta dogru 6rnek adlar1 soyledir:
mavi-enzim, beyaz-enzim, sari-kavrulmus, mavi-kavrulmus, beyaz-kavrulmus, sari-kontrol, mavi-

kontrol, beyaz-kontrol, sari-enzim

Haghag proteinlerinin FT-IR spektrumlari incelendiginde; “parmak izi” bolgesi
olarak da bilinen 1500 cm™’e kadar olan alanda olduk¢a yogun titresimler oldugu
goriilmektedir. Ofis 4 ¢esidi enzim 6rnegi disindaki protein izolatlarinin tamaminda, 673-
695 cm™ spektrumunda titresim goriilmiis olup bu titresim NH, ve NH (amid I) biikiilme
titresimleri ve diger amid bandlarinin da (amid IV, V, VI, VII) bulundugunu
gostermektedir. 1055-1066 cm™’de N-H (amid II) esneklik titresimleri tespit edilmistir.
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Ofis 8 kontrol ve kavrulmus, ofis 3 enzim ve kontrol, ofis 4 enzim ve kontrol gruplar
izolatlarinda 1228-1234 cm™ C-N alifatik amin esneklik titresimleri, 1405-1408 cm™’de C-
C aromatik karbonlara ait esneklik titresimleri belirlenmistir. 1522-1532 c¢cm™ bandinda
CN gerilme, NH biikiilme (amid II bandlar) titresimleri biitiin 6rneklerde tespit edilmistir.
1618-1638 cm™’de C=0O esneme, NH, biikiilmelerine ait titresimler tespit edilmis olup,
amid I gerilme bandlarin1 ve proteinlerin sekonder yapisinin B-sheet bilesenlerinden
olustugunu gostermektedir. Ofis 3-enzim 6rneginde diisiik siklikta ve Ofis 8-enzim, ofis 4-
enzim Ornekleri hari¢ olmak {izere diger tiim izolatlarda 2297-2300 cm™ C=C (alkinler) ile
2342-2353 cm” C=N, -N=C=0, -N=C=S, -N=C=N-, -N; gruplarinin varligin1 gosteren
esneklik bandlar1 belirlenmistir. Enzim muameleli protein izolatlarinda goriilen diisiik
vizkozite degerleri de gozonlinde bulunduruldugunda, FT-IR analizleri enzim
muamelesinin proteinlerde bazi amid baglarim1 kirdigini bir kez daha gostermistir. Sonug
olarak enzim muamelesinin proteinleri pargaladigi ortaya konulmustur. En altta goriilen
ofis 4-sar1 enzim 0rneginde amid I bandinin diisiik dalga sayisina dogru kaymasi (1618 cm’
" da, bu 6rnekte protein ikincil yapilarinda bir azalma oldugunu gostermektedir. Yine sade
mavi-enzim (en istteki spektrum), sari-kavrulmus (iistten {igiincii siradaki), beyaz-kontrol
(en alttan ikinci) ve sari-enzim (en alttaki) spektrumlarda yaklasik 1745 cm™ dalga
sayisinda bir band goriilmektedir. Bu bandin literatiirde susam tohumu i¢in verilen bilgilere
(Achouri ve ark., 2012), dayali olarak anti-paralel B-tabakalarini ve kiimelenmis yapilar
gosterdigi varsayilabilir. 3275-3300 cm™’de esneklik titresimi veren N-H (amide A) ve C-
N gruplar, 2923-2971 ¢m™ bandinda esneme titresimi yapan alkin (CHs;, CH2, CH)
gruplar1 tim 6rneklerde tespit edilmistir. Sonug olarak, 6zellikle enzim muamelesi ile ve
kismen de on-kavurma islemleriyle tohum proteinlerinin sekonder yapilarinda bazi
degisimlerin olustugu ortaya konulmustur. Literatiirde hashas proteinleri i¢in bu konuda

yapilmis bir ¢aligmaya rastlanmamastir.

4.15.7. Hashas Proteinlerinin SDS-PAGE Elektroforez Analizleri

Hashas proteinlerinin SDS-PAGE analizi sonucunda elde edilen jellerde yiiksek
mobilite gdsteren 7 adet ana band gozlenmektedir (Sekil 4.16.). Bandlarin molekiil
agirliklar1 standart protein ile karsilastirildiginda yaklasik olarak 10, 15, 20, 30, 40, 50
kD’na denk gelmektedir. 75-250 kD araligindaki daha yiiksek molekiil agirlikli proteinler

jelde goriilememistir.
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SDS-PAGE jelini inceledigimizde, bandlarin yogunlugunun en fazla kavrulmus
orneklerde oldugunu, en diisiikk yogunluklu bandlarin ise enzim muameleli 6rneklerde
bulundugunu gorebilmekteyiz. Enzim uygulanan orneklerde 6zellikle 3. ve 4. bandlarin
(swrastyla 20 ve 30 kD) yogunluklarinin belirgin olarak diisiik oldugu goriilmektedir. Tiim
cesitlere ait kontrol ve kavurma uygulanan 6rneklerde 3. ve 4. bandlarin (sirasiyla 20 ve 30
kD) daha yogun olduklari goriilmektedir. Enzim muamelesinin Orneklerde protein
kayiplarina neden oldugu acik¢a goriilmektedir. Onceki kisimlarda tartigilan protein
vizkozite kayb1 ve FT-IR spektrumundaki degisimlerde, enzim muamelesinin olas1 bu
etkilerini destekler niteliktedir. Ote yandan kavrulmus orneklerde ise aym bolgedeki
bandlarda kontrol 6rneklerine gore bir yogunluk goriilmektedir. Bu durum kavurma

isleminin, proteinlerin daha mobil veya serbest hale gelmesinde yardimci oldugu anlamina

gelebilir.
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Sekil 4.16. Hashas protein izolatlarinin SDS-PAGE elektroforez bandlari

Srinivas ve Narasinga Rao (1981) tarafindan yapilan bir bagka calismada ise hashag
proteinlerinin poliakrilamid jel elektroforez analizinde (pH 8.3), yedi adet band gdzlenmis
ve bunlarin iki adedi diisiik mobilite kalanlar ise yliksek mobilite gostermistir. pH 4.5’da

yapilan analizde ise proteinlerin jel lizerinde daha yavas hareket ettikleri ve ii¢ adet bandin
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ise hizli hareket ettikleri rapor edilmistir. Alkali ve asidik sistemlerde rolatif mobilite
gostermistir ki, hagshas tohumu yiiksek ve diisiik molekiil agirliklt proteinleri igermektedir
ve mobiliteleri arasinda fark gozlenmemistir. Bizim ¢alismamizda proteinler
fraksiyonlarina ayrilmamis ve sadece On islemlerin etkisini gormek {lizere izolatlarla

elektroforez yapilmistir.

Srinivas ve Narasinga Rao (1987a) tarafindan yapilan calismada, hashas tohumunun
diisitk molekiil agirlikli proteinleri incelenmis, SDS-PAGE analizinde {i¢ band gézlenmis
ve molekiil agirliklarinin 18,000, 16,000 ve 13,000 daltona (veya 18, 16 ve 13 kD) denk
geldigi rapor edilmistir. Bu calismada 0.8S protein fraksiyonun molekiiler agirlig1 ortalama
olarak 14,500 dalton olarak belirlenmistir. Calismamizda yapilan SDS-PAGE elektroforez
analizi sonucunda her ii¢ ¢esidin tiim muamele gruplarinda, standardin en diisitk molekiil
agirliklart olan 10 ve 15 kD molekiil agirlikligina denk gelen bandlar gézlenmistir. Yani
yaklagik aym1 molekiil agirligindaki proteinlerin varligi ve daha fazlasinin varlig

gosterilmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada 3 ¢esit hashas tohumu (ofis 3-mavi, ofis 4-sar1 ve ofis 8-beyaz)
kullanilmis olup, tohumlar 3 farkli 6n islemle (kontrol, kavurma, enzim muamelesi)
hazirlandiktan sonra soguk pres makinasiyla es ve sabit kosullarda yag elde edilmis ve elde
edilen yaglarin baz1 fiziksel ve kimyasal bilesen ile ugucu madde analizleri yapilarak,
duyusal ozellikleri analiz edilmistir. Elde edilen 9 adet hashas yagl kek 6rneginde temel
bilesen analizleri yapildiktan sonra yag giderme islemi uygulanarak yagsiz hashas unlari
elde edilmis ve yagsiz unlarin fiziko-kimyasal analizleri ile fonksiyonellik testleri
gerceklestirilmistir. Fiziko-kimyasal 6zellikleri belirlenen hashas yagsiz unlarindan
optimum verim ile protein izolasyonu yapilabilmesi amaciyla en uygun tuz konsantrasyonu
ve pH degeri belirlenmistir. Optimize edilen sartlarda elde edilen hashas protein
izolatlarinda ¢oziiniirlik 6zellikleri belirlenmis, protein fonksiyonellik testleri (su ve yag
baglama kapasitesi, emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi, kdpiiklenme kapasitesi ve stabilitesi,
en diisiik jellesme konsantrasyonu) yapilmigtir. 40 ve 60 °C’lerde vizkozite degerleri ile
renk Ozellikleri belirlenmistir. Bu analizlerin yani sira haghas protein izolatlarinin FT-IR
analizleri ile kimyasal yapilar1 hakkinda bilgi saglanmisti. DSC ve SDS-PAGE
elektroforez analizleri gerceklestirilerek, protein 6rneklerinin termal 6zellikleri ve molekiil

agirliklar belirlenmistir.

Calismada kullanilan tohumlar, 6l¢iilen tiim fiziksel ve kimyasal 6zellikler acisindan
farklilik gostermektedir ve farklar istatistik olarak 6nemlidir. Tohum boyutlar1 1.16 - 2.22
mm arasinda, bin dane agirligi ise 3.35 - 3.89 g arasindadir. Genel olarak tohumlarda % 36
- 46 yag, % 19 - 21 protein ve % 4 - 6 nem bulunmaktadir. Soguk pres Oncesi tavlama
islemiyle o6n hazirliklar1 tamamlanmis (kavrulmus ve enzim muamelesi yapilmis)
tohumlarda nem oram1 % 12’ ye ayarlanmistir. Calisilan kosullarda 547-959 g/kg tohum
yag, % 21-38 ortalama yag verimiyle elde edilmistir. Soguk pres sonrasi kekte ortalama
olarak % 4-17 yag kalmistir ve kekin orani da % 11-17 arasinda degismektedir. Bu calisma
sonunda hashas yag1 liretiminde, enzim muamelesinin yag verimini en ¢ok artirdigi,
kavurma isleminin de verime olumlu etki yaptig1 ortaya konulmustur. Taze yagin sediment
icerigi % 1.17 - 2.19 arasinda bulunmustur. Genel olarak soguk pres isleminde tohumda
protein kaybi olmamaktadir. Boylece besin degeri yliksek yagli kek elde edilmektedir.

Soguk pres yontemiyle yag veriminin diisiik, kekte kalan yag miktarinin ise ¢ok daha
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yilksek oldugu bir gergektir. Elde edilen yagin yemeklik kalitede, rafinasyon

gerektirmeyen evsafta ve niteliklerde, duyusal olarak ise sorunsuz oldugu goriilmiistiir.

Tiim deneme gruplarindan elde edilen yaglarda bir seri onemli analizler yapilmistir.
Fiziksel analizler olarak kirilma indisi, yogunluk, bulaniklik degeri, vizkozite ve aletsel
renk Slgiimleri yapilmustir. Bulgular genelde literatiir verileriyle uyumludur. Ornekler igin
25 °C’de olgiilen vizkozite degerleri 42.8 - 44.3 cP araligindadir. Bu Olglimii
kargilastiracak herhangi bir caligmaya literatiirde rastlanmamistir. Hashas yaglarinda
bulaniklik degerleri 1-181 NTU arasinda varyasyon gostermistir. Hem ¢esit hem de
muamelelerin etkisi 6nemli bulunmustur. En yiiksek bulaniklik degerleri kontrol grubu ve
ofis 8-beyaz oOrneklerinde Olgiilmiistiir. Kavurma islemiyle bulanikligin ¢ok ©Onemli
diizeyde azaltildigr goézlenmistir. Enzim muamelesi de daha diisiik diizeyde olmakla
birlikte bulaniklig1 azaltmada etkilidir. Kavurma isleminin daha saf yag eldesi i¢in ¢ok
onemli oldugu ortaya ¢ikmistir. Bulaniklik degerlerine benzer olarak rengin L bileseninde
enzim iki farkli 6rnekte zit yonlii etki gdstermistir. Renk dl¢iimiiniin a* bileseni i¢in 0.09 -
3.31 aralig1 ve b* bileseni i¢in 1.75-4.87 aralig1 ol¢iilmiistiir. Bu verileri karsilastiracak
literatiir bilgisine rastlanmamistir. Dolayisiyla bu ¢alisma, hashas tohum yaglarinin fiziksel

ozellikleri hakkinda literatiire de degerli katkilar saglamaktadir.

Calismamizda elde edilen hashas yaglarinin bazi 6nemli kimyasal parametreleri de
belirlenmistir. Serbest asitlik degerleri % 1.3 - 6.9 araliginda bulunmustur. Genel olarak
kavurma igleminin asitligi diisiirdiigii, 6te yandan enzim muamelesinin ise yiikselttigi
goriilmustiir. Burada kavurma isleminin serbest asitlik kontroliinde ¢cok 6nemli bir islem
oldugu goriilmektedir. Ote yandan enzim muamelesi asitligin bir miktar artmasina neden
olmustur. Kullanilan enzim preparatlarinin iceriginde yag hidrolizine sebep olan
aktivitenin (lipolitik aktivite) bulunmasi olasidir veya enzim inkiibasyon siirecinde kismen
hidroliz olay1 gergeklesmis olabilir. Orneklerde 6lciilen peroksit degerleri (0.68 - 2.98)
diistiktiir, ancak enzim muamelesi goren Orneklerde istatistik olarak onemli olmayan
diizeyde de olsa bir artis bulunmaktadir. Bu duruma inkiibasyon siiresince hava oksijeni ile
olan temasin neden oldugu diisiiniilebilir. Orneklerde iyot sayis1 133-141 ve sabunlagma
sayist 178-187 arasinda bulunmus ve literatiir verileriyle uyumlu oldugu belirlenmistir.
Omneklerin sabunlasmayan madde oranlarimin da ortalama olarak % 0.6 - 1.0 arasinda
degistigi bulundu. Hashas yag1 6rneklerinde toplam fenol degeri 1.01 - 7.59 araliginda ve
antioksidan kapasite ise TEAC degeri olarak 20.26 - 43.90 araliginda olctilmustiir.

Literatiirde hashag tohum yaglarinin toplam fenol ve antioksidan kapasite degerine ait
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calisma ve bulguya rastlanmamistir. Ancak 6lgiilen degerlerin naturel zeytinyagindan daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Genel olarak soguk pres haghas yaglarinda 6l¢iilen kimyasal
parametrelerin oldukca kabul edilebilir sinirlar i¢inde ve mevcut literatiir verileriyle
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yaglarin insan gidasi1 olarak direkt tiiketimine sorun

olusturabilecek herhangi bir bulguya rastlanmamastir.

Yag orneklerinin bilesen ozellikleri olarak tokoferoller, steroller ve yag asitleri
kompozisyonu analiz edilmistir. Orneklerde sadece alfa-tokoferol (1.32 - 3.39 mg/100g)
ve gama-tokoferol (15.60 - 27.90 mg/100g) belirlenmistir. Elde edilen veriler literatiir
bulgulariyla uyumludur. Hashas yaglarinda belirlenen ana steroller, [3-sitosterol,
stigmasterol, kampesterol, klorosterol, A’ ve A’-avenasteroldiir. Toplam sterol oran1 1139-
2481 ppm araliginda bulunmustur. Sterol bilesenlerinden bazilarinin miktar1 sadece
cesitten etkilenirken, bazilar1 da sadece yapilan 6n islemden etkilenmistir. Baz1 6rneklerde
ise cesit ve muamele interaksiyonlar1 istatistik olarak ©nemli bulunmustur. Veriler
incelendiginde kavurma igleminin ve enzim muamelesinin sterollerin miktarlar1 iizerine
dogrudan ¢ok belirgin bir artis veya azalisa neden olmadigi goriilmektedir. Kontrol
gruplarinda ise kendi aralarinda farklar bulunmasina ragmen, farkliligin yonii muameleye
gore degiskenlik gostermektedir. Hashas yag1 6rneklerinde yag asitleri olarak palmitik asit
(% 8.7 - 9.5), stearik asit (% 2.2 - 2.6), oleik asit (% 13.2 - 14.7), linoleik asit (% 73.1 -
75.2) ve gama-linolenik asit (% 0.5 - 0.6) olgiilmistiir. Yag asidi bilesimine ait veriler
literatlirle uyumlu bulunmustur. Hashas yagini linoleik asitce zengin (linoleik gruptan),
ancak yeteri kadar oleik ve palmitik asidi de igeren dengeli, besleyici degeri yliksek bir yag

olarak kabul etmek miumkindiir.

Yag ornekleri i¢in egitimli bir panelin belirledigi 12 tanimlayici terim kullanilarak
duyusal LPA yapilmistir. Kategori skalasi (0-hi¢; 4-en ¢ok) kullanilarak yapilan
Olciimlerde haghagimsi terimi 2.55 - 2.95; kavrulmus terimi 1.8 - 2.85; findigims1 2.15 -
2.75; samanst 0.75 - 1.70; buruk 0.9 - 1.5; mumsu 1.15 - 1.85; mayams1 0.95 - 1.75;
baharatl 0.85 - 1.3; toprak 0.7 - 2.15; ac1 0.35 - 1.45; tath aromatik 0.65 - 1.4 ve yakict
0.9 - 1.9 araliginda 6l¢iilmiistiir. Tohumlar arasindaki genetik varyasyonun, elde edilen
yaglar i¢in yapilan duyusal tanimlamada c¢ok belirleyici bir faktdr olmadigi ortaya
konulmustur. Dolayisiyla, tiikketici duyusal algist agisindan farkli tohumlardan elde edilen
yaglar birbirleri yerine kullanilabilirler. Hashas yaglarinda baskin olarak ortaya ¢ikan
duyusal tanimlayict terimlerin hashasimsi, kavrulmus, findigimsi ve toprak terimleri

oldugu goriilmistiir. Cogu Ornekte aci terimine ait skorlar olduk¢a diisliktiir. Bu yagin
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kabul edilebilirligi agisindan olduk¢a onemlidir. Benzer sekilde buruk ve mayamsit
skorlarinin da diisiik olmas1 yagin kabul edilebilirligi agisindan olumlu degerlendirilebilir.
Muameleler arasinda kavrulmus, findigimsi, samansi ve tatli aromatik terimleri acisindan
olan farklar istatistik olarak Onemlidir. Duyusal tanimlamalarda muamelelerden
kaynaklanan farkliliklar kavrulmus, findigimsi, samansi ve tatli aromatik terimlerinde
olusmustur. Bu olduk¢a beklenen bir sonugtur. Ozellikle kavurma islemiyle olusan
Maillard reaksiyon iirlinlerinin; kavrulmus, findigimsi ve tatli aromatik skorlarini artirdigt
goriilmiistiir. Ote yandan yapilan muameleler samansi1 aromada diisiise neden olmustur.
Dolayisiyla tohumlara uygulanan 6n islemlerin, 6zellikle kavurmanin hashas yaglarinin

duyusal 6zellikleri iizerine olduk¢a olumlu sonuclar sagladigi soylenebilir.

Yag orneklerindeki ucucu bilesenler GC-MS teknigiyle analiz edilmistir. Toplam 87
adet farkli ugucu bilesen belirlenmistir. Ancak bu aromatik maddelerin her birisi 9 adet
ornekte ayri ayri tespit edilmemistir. Orneklerin gogunlugunda 6lgiilebilir miktarda
bulunan ugucu bilesenler sunlardir: 1-hekzenol, 1-okten-3-ol, 1-pentenol, y-biitirolakton, y-
nonalakton, y-oktalakton, 2-heptanon, 2-nonanon, 2-pentanon, 3-etil-2metil-1,3-hekzadien,
trimetilsil vanilin, o-pinen, dL-limonen, merkaptoasetik asit, naftalen, N-benzil-Netil-p-
isopropilbenzen, n-dekanal, n-heptanal, n-hekzanal ve caprilik asit. Literatiirde haghas yagi
aromatiklerini konu edinen sadece bir adet makale bulunmaktadir. Bu c¢alisma ile
karsilastirildiginda, bizim ¢alismamizda ¢ok daha fazla sayida ucucu bilesen belirlenmistir.
Literatiirde bulunan makalede adi1 gecen aromatiklerin tamami incelenen yag drneklerinde
belirlenmistir. Ancak farkli 6n muamelelerin uygulanmasi yeni ugucu bilesenlerin
olugsmasina neden olmustur. Ayrica analiz yapilan sistem daha hassastir ve gergek
konsantrasyon verileri elde edilmistir. Bu bilgilerin literatiire dnemli katkilar sagladigi

diisiiniilmelidir.

Calismadan elde edilen verilerin ayn1 anda c¢oklu karsilastirllmasi veya
parametrelerin birbirleriyle olan iligkilerinin goriilebilmesi i¢in MDS analizleri yapilarak
grafikler elde edilmistir. Kontrol ve kavrulmus grubu ornekler 6lgiilen fiziko-kimyasal
parametreler agisindan dort ayri  grup olusturmuslardir. Enzim muamelesinin
parametrelerde bazi1 degismelere neden oldugu ve gruplamanin daha belirsiz hale geldigi
goriilmiustiir. Gergekten de daha dnce yapilan varyans analizinde de bazi parametreler igin
interaksiyonun énemli oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde yapilan 6n islemlere ait gruplar,
Olciilen parametreler acgisindan birbirlerinden belirgin olarak ayrilmistir. Yani yapilan

muameleler (kontrol, kavurma, enzim muamelesi) Olglilen parametrelerde farklar
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olusturmuslardir. Ayni sekilde dlglilen parametreler agisindan bakildiginda, 3 farkli hashas
cesidinin de birbirinden ayr1 gruplar olusturdugu, yani tohum farkliliginin bazi 6zelliklerde
Ol¢tim farkliliklarina neden oldugu ve bu farkliligin kiimiilatif olarak MDS grafiginde de
goriildigi ortadir.

Bu arastirmanin genel sonucu olarak, o6zellikle kavurma isleminin soguk presle
hashas yag1 liretmede yag verimi ve kalitesi acisindan daha iistiin 6zellikte yag sagladigi
ortaya ¢ikmistir. Benzer sekilde soguk pres yonteminin hashas yagi iiretiminde rafinasyon
gerektirmeyen, istiin  kalitede yemeklik yag iretiminde kullanilabilecegi ortaya
konulmustur. Hashas yaginin duyusal o6zellikleri agisindan olumlu, besleyici bilesenler
acisindan zengin, herhangi olumsuz bir niteligi bulunmayan yemeklik bir yag oldugu bir
kez daha teyid edilmistir. Yine soguk presle elde edilen yagli keklerin yemlik kalite
acisindan iistiin nitelikte ve sorunsuz oldugu bulunmustur. Ayrica bu keklerin insan gidasi

olarak kullanilma potansiyellerinin oldugu da belirlenmistir.

Soguk pres yontemiyle yag veriminin diisiik, kekte kalan yag miktarinin ise ¢ok daha
yiiksek oldugu bir gercektir. Bu nedenle protein izolasyonu 6ncesinde pres keklerinde ilave
bir solventle yag giderme islemi yapilmis ve islem sonrasinda hashas yagsiz unlarinin yag
iceriklerinin % 2.32 - 4.28 arasinda degistigi belirlenmistir. Yagsiz unlarda nem degerleri
% 11.01 - 16.21, protein oranlart % 26.87 - 35.14, kil oranlar1 ise % 8.70 - 11.14
arasindadir. Hashas yagsiz unlarin renk degerleri olarak L (40.63 - 68.63), a* (3.08 -
8.13) ve b* (8.46 - 22.62) degerleri belirlenmistir.

Yagsiz unlarda oSl¢iilen bir bagka fiziksel veri vizkozite degerleri olup, yagsiz un ile
hazirlanan % 20’lik dispersiyonlarda belirlenmistir. Vizkozite 132.5-1085.5 cP arasinda
degismistir ve tiim ¢esitlerde enzim orneklerinin vizkozitelerinin kontrol gruplarina oranla
belirgin olarak diisiik oldugu goriilmektedir. Kavurma islemi ile hashas tohumlarinin
vizkozite degerlerinde ¢ok fazla degisim olmadigini sdyleyebiliriz. Tohuma uygulanan
enzim On islemi sonrasinda kullanilan proteaz ve hemiseliilaz enzimleri karbonhidrat ve
protein molekiillerinin polimer yapisini etkileyerek su tutma kapasitesinde diisiise neden
oldugundan vizkozite degerleri daha az olarak Ol¢ililmiistiir. Bazi arastiricilar ¢oziiniirlik,
hidrodinamik &zellikler, hidrofobiklik ve proteinlerin mikro yapilarinin reolojik 6zellikler
tizerinde Oonemli rol oynadigini bildirmislerdir (Moure ve ark., 2006). Soya protein
izolatlarinin goriiniir vizkozitelerinin ¢dziinen ve ¢dziinmeyen proteinlerin su ve hidrate

partikiiller ile arasindaki interaksiyona bagli oldugu yapilan c¢alisma ile bildirilmistir.
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Vizkozite protein konsantrasyonu ile birlikte iistel bir artig gdsterir. Bunun sebebi; hidrate
proteinler arasindaki interaksiyonun artigi, su absorbsiyonu ve olusan sismedir. Toplam
su/protein orani i¢ine alinan su orani 1’e yaklastiginda, degisik protein konsantrasyonlari
ile birlikte, goriiniir vizkozitede artis gézlenmektedir (Andn ve ark., 2001). Kismi protein
denaturasyonu proteinlerin ¢okelmesi ile birlikte hidrodinamik alanlardaki artisa baglh

olarak vizkoziteyi arttirmaktadir (Moure ve ark., 2006).

Protein yararliligin1 etkileyen bilesenler olan tanen ve fitik asit miktarlarinin
belirlemesi de yine yagsiz unlarda yapilan analizler arasindadir. Fitik asit miktarlart
9.96 - 15.08 mgP g arasinda degismekte olup, pek ¢ok yaglh tohumla kiyaslandiginda
yiikksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum hashas proteinlerinin zenginlestirme amaciyla
katilabilecegi gida ortamlarinda proteinlerin bio-yararliligini olumsuz etkileyecek bir
durumdur. Tanen igerikleri ise 0.68 - 1.24 mgCE g (katesin esdegeri) olarak belirlenmis
olup, diisiik sayilabilir.

Hashas tohumlariin tiim muamele gruplarindan elde edilen yagsiz unlarin mineral
madde icerikleri analiz edildiginde; yagsiz hashas wunlarinin 6zellikle kalsiyum
(268.55 - 289.10 ppm), magnezyum (49.89 - 67.00 ppm), sodyum (97.8 - 3507.0 ppm) ve
potasyum (1163.0 - 5469.0 ppm) bakimindan zengin olduklar1 belirlenirken, demir (0.22 -
0.79 ppm) acisindan fakir olduklari goriilmiistiir. Agir metaller olan kursun, kobalt,

kadmiyum, nikel, krom ise tespit edilmemistir.

Yagsiz unlarin katilacaklar1 gida matrikslerinde nasil davranig gostereceklerine dair
fikir vermesi agisindan; su ve yag baglama testleri yapilmis, emiilsiyon ve kopiiklenme
ozellikleri incelenmis ve en diisiik jellesme konsantrasyonlari belirlenmistir. 9 adet yagsiz
hashas ununda su baglama verileri 1.40 - 2.20 g su/g un ve yag baglama verileri ise
1.83 - 2.26 g yag/g un olarak tespit edilmistir. Proteinler tarafindan baglanan su miktari
amino asit profili, konformasyonal yapi, hidrofobiklik, pH, sicaklik, iyonik gii¢ ve protein
konsantrasyonu ile yakindan ilgili olup, yiiklii kalint1 kisimlar: arttikga artis gosterir. Yagl
tohumlarda yag giderme islemi protein ¢6ziiniirliiglinii ve kaba unun su ile yag absorblama
kapasitelerini arttirmaktadir. Su absorbsiyon kapasitesi ¢imlenme, fermentasyon, On
1slatma veya temal uygulamalar (kavurma, otoklavlama) ile gelismektedir. Konsatratlarin
su baglama kapasitesi ise kaba unlarla kiyaslandiginda daha iyidir (Moure ve ark., 2006).
Calisma sonuglarimiz incelendiginde her ii¢ tohum cesidi i¢in de en diisiik su baglama

degerleri enzim muamelesi uygulanan 6rneklerde goriiliirken (2.24 - 2.48 g/g), kavurma ile
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mavi ve sart ¢esitlerde su baglamada artis, beyaz ¢esit de ise azalma gozlenmistir. Su
baglama kapasitesi; ¢orbalar, soslar, et iiriinleri, hamur ve firincilik iirtinleri gibi gidalarda
proteinlerin 6nemli bir fonksiyonel 6zelligidir. Bu acidan bakildiginda hashas yagsiz unu,
su baglama 6zelligi acisindan randimana olumlu etki yapabilir ve bu tip gidalar i¢cin uygun

bir takviye olarak goriilebilir.

Hashas yagsiz unlarinda yag absorblama kapasitelerinde de benzer bir tablo
gozlenmistir. Tespit edilen degerler 1.89 - 2.26 g/g arasinda degismistir ve kavurma ile
mavi ve sar1 gesitlerde yag baglama ozelliginde artis gozlenirken, beyaz cesitin degeri

neredeyse ayn1 kalmistir.

Proteinler gidalarda emiilsifikasyon amaciyla diigiik molekiillii sorfektan maddeler
olarak kullanilirlar. Proteinlerin emiilsifiyerlik ozellikleri; molekiiler 6zellikleri, molar
agirlik, hidrofobiklik, konformasyonal stabilite, yiik durumu, pH ve sicaklik tarafindan
belirlenmektedir. Coziiniirlilk de dnemli bir rol oynamaktadir ve ¢dzlinmeyen proteinler iyi
emiilsifiyerler degildirler ve ¢okelmeye neden olurlar. Yag-su ara fazinda stabil olmayan
hidrofobik kalintilarin protein yilizeyinde bulunmasi ile emiilsifiyerlik 6zellikleri ytliksek
korelasyon gosterir (Moure ve ark., 2006). Yagsiz unlarin emiilsiyon aktiviteleri ve
stabiliteleride incelenmistir. Emiilsiyon aktiviteleri % 3.33 - 70.83 arasinda, 80 °C de 30 dk
1sitma sonucunda belirlenen stabilite degerleri ise % 1.67 - 54.16 araliginda belirlenmistir.
Enzim uygulamasi orneklerin emiilsiyon aktivitelerinde ve stabilitelerinde belirgin bir
azalmaya neden olurken, kavurma islemi uygulanan o6rneklerde en yiiksek aktivite ve
stabilite degerleri tespit edilmistir. Denaturasyon hidrofobik alan ve esnekligin artmasina
bagli olarak proteinlerin emiilsifiyer 6zelliklerini arttirir (Moure ve ark.,, 2006). Yagsiz
hashas unlarinin 6zellikle kavurma 6n islemi uygulanan tohumlardan elde edilmesi
durumunda, pek cok gidada kullanilabilecek yeterlilikte iyi emiilsiyon &zellikleri

saglanabilecegi goriilmiistiir.

Kopiikler sivi icinde gaz dispersiyonlar1 veya kati materyal i¢inde gaz seklinde
tanimlanirlar. Kopiik yapilari iceren gidalar li¢ dnemli ve kismen ayr1 asamay1 igerirler:
kopliglin olusumu, stabilitesi ve tiiketimi. Kopiik olusumunda proteinler hizlica yeni olugan
hava/su ara yiizeyinde adsorblanirlar ve bu siirede ara yiizey gerilimi diiser, sabit fazin
vizkozitesi iyilesir. Kopiik olusumu sonrasi proteinler; kremlesme, topaklanma, ¢okme ve
faz ayrim1 gibi kopiik stabilitesini bozan mekanizmalarin olusmasini onlerler (Foegeding

ve Davis, 2011). Yapilan ¢alismada haghas yagsiz unlarinin kopiiklenme kapasiteleri
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% 2.02 - 26.20, kopiik stabiliteleri ise % 27.88 - 62.74 arasinda tespit edilmistir.
Koptiklenme kapasitesi diisiik olan yagsiz hashas unlarinin kopiik stabilitelerinin ¢ok daha

iyi oldugu goriilmektedir.

Haghas yagsiz unlarmin jellesme oOzellikleri pH 7.0’da incelenerek, kati jel
olusumunun goézlendigi en diisiik konsantrasyonlar belirlenmistir. En diisiik jellesme
konsantrasyonlart % 16-20 arasinda degismekte olup, oldukca yiiksektir. Kavurma
isleminin jellesme tizerinde olumsuz etki gosterdigi ve her ii¢ hashas ¢esidinde kavurma
gruplarina ait konsantrasyonlarin (% 20) kontrol gruplarina ait degerlerden (% 16-18)
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Enzim uygulanan hashas cesitlerine ait yagsiz unlarin jellesme
ozellikleri son derece olumsuz etkilenmis, % 20 6rnek konsantrasyonunda dahi olusum
gozlenmediginden % 38’ e kadar gidilmis, ancak bu degerde dahi tam anlamiyla kat1 stabil
bir jel yapist olusmadigi gozlenmistir. Nem ve yag salinimi ve duyusal tekstiir; jel ag
yapisina ve ag icersindeki proteinler ile diger makromolekiillerin interaksiyonuna bagl
olan makroskobik 6zelliklerdir. Bu nedenle proteinlerin yag ve su baglama yeteneklerinin
fonksiyonel olarak 6l¢iilmesi dnemlidir. Protein jel yapis1 gidalarin tekstiiriinden ve kirtlma
davranisindan sorumludur. Sertlik, kirllmaya neden olan giic olarak algilanan 1sirma
kuvveti, jel yapilarinin 6nemli oldugu peynir, joleli tatlilar, tofu ve islenmis et tirtinleri gibi

gidalarda jel yapilarina atfedilen en 6nemli duyudur (Foegeding ve Davis, 2011).

Fiziko-kimyasal o6zellikleri belirlenen hashas yagsiz unlarindan optimum verim ile
protein izolasyonu yapilabilmesi amaciyla en uygun tuz konsantrasyonu ve pH degeri
belirlenmistir. 0, 0.2, 0.6 ve 1M konsantrasyonlarinda tuz ¢ozeltileri ile pH 7-12 araliginda
proteinlerin ¢oziliniirliikleri incelenmistir. En uygun izolasyon sartlar1 olarak her ii¢ tohum
c¢esidinin kontrol ve kavurma gruplarinda 0.6 M tuz konsantrasyonu ve pH 11.0 degeri
belirlenirken, enzim gruplarinda en yiiksek protein ¢oziiniirliigii 0.2 M tuz konsantrasyonu
ve pH 12.0 da tespit edilmistir. 9 adet hashas tohum protein 6rnegi i¢in izoelektrik noktalar
belirlenmis ve 4.0 - 5.5 arasinda oldugu tespit edilmistir. Belirlenen izolasyon sartlart
kullanilarak izoelektrik ¢oktiirme ile elde edilen protein izolatlarinda verim % 10.72 -
61.34 arasinda degismistir. Verimler {izerinde ¢esit (p=0.001) ve muamele (p=0.000)
etkisinin 6nemli oldugu tespit edilmistir. En yiliksek protein verimleri her ii¢ ¢esit icin de
kontrol 6rneklerinde belirlenmis ve ofis 8-beyaz ¢esidine ait kontrol grubunda en yiiksek
verim (% 61.34) elde edilmistir. En diisiik protein verimleri her ii¢ ¢esitte de enzim ile

muamele edilen gruplarda (% 10.72 - 19.77) tespit edilmistir.
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Haghas protein izolatlarinda ¢Ozilinlirliik Ozellikleri  belirlenmis, protein
fonksiyonellik testleri (su ve yag baglama kapasitesi, emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi,
koptiklenme kapasitesi ve stabilitesi, en diislik jellesme konsantrasyonu) yapilmistir. 40 ve
60 °C’lerde vizkozite degerleri ile renk ozellikleri belirlenmistir. Gergeklestirilen bu
analizler sonucunda elde edilen veriler yagli tohum proteinlerine dair literatiir agisindan bir
ilk niteligi tagimaktadir. Daha 6nce haghas proteinlerinin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel

ozellikleri lizerine yapilmis bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Hagshag proteinlerinin ¢oziiniirliik 6zellikleri incelendiginde; her ti¢ ¢eside ait kontrol
ve kavurma uygulanan gruplarda ¢oziiniirliiglin en fazla oldugu pH degeri 11.0 iken enzim
gruplarinda pH 12.0 olarak goriilmektedir. Protein izolatlarinin hazirlanmasi dncesinde
yapilan optimizasyon calismalarimiz da hashas proteinlerinin en iyi pH 11.0 ve 12.0’de
¢oziindiigiinii gdstermistir. Ug tohum ¢esidine uygulanan tiim muamelelerde, beklenildigi
sekilde ¢oziiniirliikk proteinin izoelektrik noktasinda en diisiiktiir ve izoelektrik noktadan

asidik ve bazik pH degerlerine dogru gidildikce artmaktadir.

Proteinlerin vizkozite oOzelliklerinin belirlenmesi amaciyla orta sicaklik derecesi
olarak 40 °C ve yiiksek sicaklik olarak da 60 °C segilmistir. % 20’lik protein
dispersiyonlarinin; 40 °C sicakliktaki vizkozite degerleri 24.15 - 32.35 ¢P, 60 °C sicaklikta
ise 41.95 - 59.95 cP arasinda degismistir. Haghas protein izolatlariin goriiniir vizkozite
degerleri lizerinde her iki sicaklik derecesi (40 °C ve 60 °C) agisindan da muamele etkisi
onemli iken ¢esit etkisinin istatistik olarak dnemli olmadig1 edilmistir. Beklenildigi sekilde
sicaklik artigi ile birlikte vizkozite degerlerinde artis meydana gelmistir. 40 ve 60 °C
sicakliklarda en yiiksek vizkozite degerleri kavrulmus orneklerde tespit edilmis, her iki
sicaklikta enzim ile muamele protein izolat dispersiyonlarinda kontrol gruplarina oranla

vizkozitede diisiise neden olmustur.

izolatlarin renk &zelliklerinin belirlenmesi amaciyla L, a* ve b* degerleri
Olciilmiistlir. Veriler incelendiginde; protein izolatlarinin her {i¢ renk bileseni (L, a*, b*)
tizerinde muamele ve ¢esit (p=0.000) etkisinin 6nemli oldugu goriilmektedir. L degeri
45.68 - 80.37, a* degeri 0.60 - 7.94, b * degeri ise 9.92 - 18.96 arasinda tespit edilmistir.
En yiksek kirmizilik ve sarilik degerleri her ii¢ ¢esit icinde enzim gruplarinda

belirlenmistir.

Incelenen hashas gesitleri arasinda kontrol gruplari protein izolatlarmin en yiiksek su

baglama degeri (2.20 g/g) ve yag baglama (2.17 g/g) degerleri ofis 4-sar1 ¢esidine aittir.
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Protein izolatlarimin su ve yag baglama o6zellikleri {izerinde muamele etkisinin (sirasiyla
p=0.008, p=0.003) 6nemli oldugu gorilmiistiir. En yiiksek su baglama oranlar1 kavrulmus
orneklerde tespit edilmistir. Bunun en Onemli nedeni, meydana gelen protein
denaturasyonu sonucu proteinlerin globuler yapisinda olusan artig olarak diisliniilmektedir.
Enzim uygulanan Orneklerin su baglama yetenegi kontrol gruplarina oranla bir miktar
diisme gostermistir. Tohuma uygulanan proteaz ve hemiselillaz enzimleri, protein ve
karbonhidrat molekiillerini parcalayarak molekiil yapisini kiigiilttiigii i¢in bu diislisiin
gozlendigi diisiiniilmektedir. Orneklerin yag baglama kapasiteleri (1.41-2.45 g/g)
incelendiginde; yine en yliksek degerler kavrulmus 6rneklerde yeralmis, enzim uygulanan
gruplarda ise kontrol gruplarima oranla ya c¢ok az bir diisme veya ayni seviyeler

gbzlenmistir.

Calismamizda ti¢ farkli hashas g¢esidine ait proteinlerin emiilsiyon aktiviteleri ve
stabilitelerinin uygulanan 6n islemlerden nasil etkilendigi de arastirilmistir. Protein
izolatlarinin emiilsiyon aktivitelerinin ve stabilitelerinin hashas yagsiz ununa kiyasla
olduke¢a diisiik oldugu goriilmiistiir. Emiilsiyon aktivitesi tizerinde muamele (p=0.000) ve
cesit (p=0.002) etkilerinin énemli oldugu tespit edilmistir. Kontrol gruplari arasinda en
yiiksek emiilsiyon aktivitesi (% 21.87) ofis 8-beyaz ¢esidinde tespit edilmistir. Kavurma
islemi uygulanmasinin ardindan her ii¢ ¢esitde de emiilsiyon aktivitelerinde artis gdzlenmis
olup, en yliksek deger yine ofis 8-beyaz ¢esidinde belirlenmistir. Emiilsiyon aktivitesinde
kavurma islemi ile birlikte gozlenen artig ofis 3-mavi ve ofis 4-sar1 ¢esitlerinde aynidir
(% 12). Enzim 0n islemi Orneklerin genelinde emiilsiyon aktivitesinde ciddi diisiislere

neden olmus ve enzim uygulamasindan en fazla etkilenen ¢esit ofis 8-beyaz olmustur.

Calismamizda materyal olarak kullanilan hashas cesitlerinin kopiiklenme kapasiteleri
ve kopiik stabiliteleri de incelenmistir. Kopiiklenme kapasitesi (p=0.008) ve kopiik
stabilitesi (p=0.027) {izerinde muamele etkisi istatistik olarak ©Onemli bulunmustur.
Orneklerin kopiiklenme kapasiteleri % 9.37 - 19.26 arasinda degismekte olup, en yiiksek
deger (% 19.26) ofis 3-mavi cesidine ait kontrol orneginde tespit edilmistir. Hashas
cesitlerinin kopiiklenme 6zellikleri agisindan 6n islemlere verdigi tepkiler aynidir. Her ii¢
¢cesit i¢in de uygulanan kavurma ve enzim 6n islemleri kdpliklenme kapasitelerinde diisiise
neden olmustur. Tohumlarin enzim ile 6n islemden gegirilmesi aynen yagsiz unda oldugu
gibi kopiik stabilitelerinde dnemli oranda artisa neden olmustur. Orneklerin kdpiik stabilite
degerleri % 19.19 - 46.43 arasinda degismekte olup, 30 dk oda sicakliginda bekletme

sonucunda kalan kopiigiin ylizde olarak miktaridir.
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Kontrol o6rnekleri incelendiginde ofis 8-beyaz c¢esidi i¢in en disik jellesme
konsantrasyonu % 18, ofis 3-mavi i¢in % 20, ofis 4-sar1 i¢in ise % 14 olarak belirlenmistir.
Tohumlara uygulanan 6n kavurma isleminin ve enzim ile muamelenin proteinlerin jellesme
ozellikleri tizerinde olumlu etkilerinin oldugu belirlenmistir. Kavurma islemi ile 6rneklerin
en diisiik jellesme konsantrasyonlart % 10-14 araligia gerilerken, enzim uygulanmasi
durumunda en diistik jel olusturma konsatrasyonun ofis 8 ve ofis 4 ¢esitleri i¢in % 16

oldugu goriilmektedir.

Yapilan ¢alismada ofis 8-beyaz, ofis 3-mavi ve ofis 4-sar1 haghas cesitlerinin ii¢
muamele (kontrol, kavurma, enzim) grubuna ait 6rneklerin tamaminda 17 adet aminoasit
tespit edilmistir. Belirlenen aminoasitler alanin (1010.9 - 1918.5 nmol/mL), asparagin
(12.99 - 27.01 nmol/mL), aspartik asit (1767.6 - 2512.1 nmol/mL), glutamin (16.860 -
135.305 nmol/mL), glutamik asit (3291.8 - 5343.2 nmol/mL), glisin (1094.4 - 2235.2
nmol/mL), histidin (221.83 - 712.65 nmol/mL), izolosin (710.1 - 1413.2 nmol/mL), 16sin
(1089.1 - 2736.8 nmol/mL), lisin (400.58 - 1124.6 nmol/mL), methionin (68.97 - 615.91
nmol/mL), fenilalanin (522.0 - 1289.1 nmol/mL), prolin (816.8 - 1708.5 nmol/mL), serin
(731.2 - 1435.8 nmol/mL), treonin (522.41 - 976.89 nmol/mL), tirosin (187.56 - 753.66
nmol/mL), valin (971.9 - 1853.9 nmol/mL)’dir. Orneklerin hig birisinde 6zellikle cocuklar
icin gerekli olan yar1 esansiyel aminoasit arginin ve sistin tespit edilmemis olup, esansiyel
aminoasitlerden triptofan ise sadece ofis 3-mavi (120.14 - 110.40 nmol/mL) ve ofis 4-sar1
(58.88 nmol/mL) ¢esitlerinde bulunmustur. Diger esansiyel aminoasitler olan fenilalanin,
izolosin, 16sin, lisin, metionin, valin ve treonin a¢isindan incelenen hashas cesitlerinin iyi

birer kaynak oldugu goriilmiistiir.

Calismamiz ile elde edilen protein izolatlarinin termal o6zelliklerinin belirlenmesi
DSC cihaz1 ile gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar literatiir i¢in ilk olma
ozelligindedir. Proteinlerin termal Ozellikleri iizerinde muamele ve c¢esit etkisi istatistik
olarak (<0.05) onemlidir. Kontrol 6rnekleri arasinda T,, T4 ve AH degerleri en yiiksek
olarak ofis 8-beyaz ¢esidinde goriilmekte, bunu sirasiyla ofis 3-mavi ve ofis 4-sar1 takip
etmektedir. Bu durumda beyaz ¢eside ait proteinlerin sicakliga daha dayanikli oldugu
diisiiniilebilir. En yliksek T4 degeri olan 93.41 °C bu c¢esidin kontrol 6rneklerinde
goriilmiistiir. Ancak kavurma ve enzim uygulanan Orneklerde gozlenen durum farkl
olmustur ve T4 degeri en yiiksek olarak 99.79 °C ile ofis 3-mavi ¢esidinin kavrulmus

orneginde gézlenmistir. Kavurma islemi mavi ve sar1 ¢esitlerde denaturasyon sicakliginin
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yiikkselmesine neden olurken, her li¢ ¢esit icinde enzim Ornekleri termal olarak en

dayaniksiz olanlardir.

Hashas protein izolatlariin yapilan FT-IR analizleri sonuglart incelendiginde;
ofis 8, ofis 3 ve ofis 4 cesitlerine ait tim muamele gruplarinda 1618-1638 cm™de titresim
goriilmiis olup amid I bandlarimin (C=0O baglar1) oldugu tespit edilmistir. Yine tim
orneklerde 1522-1531 ecm™*de amid II bandlar1 (CN ve CH baglar1) oldugu, Ofis 4 cesidi
enzim Oregi disindaki tim Orneklerde 673-695 cm’de titresim veren diger amid
bandlarinin (amid 1V, V, VI, VII) varlig1 tespit edilmistir. Ofis 3-enzim Orneginde diisiik
siklikta ve Ofis 8-enzim, ofis 4-enzim Ornekleri hari¢ olmak iizere diger tiim izolatlarda
2297-2300 cm™ C=C (alkinler) ile 2342-2353 cm™ C=N, -N=C=0, -N=C=S, -N=C=N-, -
N3 gruplarimin varligin1 gosteren esneklik bandlart belirlenmistir. Tiim bu bilgiler, hashas
tohumlarina enzim 6n islemi uygulanmasinin tohum protein yapisinda bozulmalara ve

dolayistyla protein kaybina neden oldugunu ortaya koymustur.

Haghag proteinlerinin SDS-PAGE analizleri de gergeklestirilerek, sonucunda elde
edilen jellerde yiiksek mobilite gosteren 7 adet band gozlenmistir. Bandlarin molekiil
agirliklar standart ile karsilastirildiginda yaklasik olarak 10, 15, 20, 30, 40, 50 kD’na denk
gelmektedir. 75-250 kD araligindaki daha yiiksek molekiil agirlikli proteinler jelde tespit

edilmemistir.

Bu aragtirmanin genel sonucu olarak, hashas proteinlerinin izolasyonunda alkali pH’
larda tuz ¢ozeltisi ile ¢oziindliirme ve izoelektrik ¢okeltme metodu kullanilarak yiliksek
verim ile protein izolat1 elde edilebilecegi ortaya konulmustur. Hashas yagsiz unlarinin ve
protein izolatlarinin 6zellikle mineral madde ve aminoasit bilesenleri agisindan
degerlendirildiginde besleyici degerlerinin yiiksek oldugu goriilmiistir. Tohumlara
uygulanan kavurma ve enzim On islemlerinin bu besin elemetleri iizerinde olumsuz
etkilerinin olmadig: tespit edilmistir. Ancak yagsiz unlarda yapilan analizler gostermistir
ki; hashas tohumunda anti-besleyici faktorlerden tanen icerigi diisiik olmasina kargin fitik
asit miktar1 oldukcga yiiksektir. Fitik asit miktar1 kavurma ve enzim muamelesi sonucunda
sadece ofis 3-mavi ¢esidinde azalma gostermistir. Uygulanan protein fonksiyonellik testleri
arasinda su ve yag baglama Ozellikleri hem yagsiz unlar hemde protein izolatlarinda
olduk¢a iyidir. Bu durum hashas un ve proteinlerinin; 6zellikle hamur isleri, firincilik
tiriinleri ve et iiriinleri gibi randimanin énemli oldugu gidalarda zenginlestirme amaciyla

kullanilmasini saglayabilir. Yine haghas protein izolatlarinin jellesme ozelliklerinin iyi
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oldugu ve muamelelerden olumlu yonde etkilendigi belirlenmistir. Bu durum, farkli
gidalarda kivam arttirict olarak hashas protein izolatinin kullanilabilirligi acisindan
onemlidir. Emiilsiyon aktivitesi ve kopiik kapasitesi hashas protein izolatlarinda istenen
seviyede yeterli olmayip, sadece emiilsiyon ve kopilik stabilitelerinin yiliksek oldugu
belirlenmistir. Calismada yiiriitiilen fonksiyonellik testleri notr pH degerinde (7.0)
gerceklestirilmis olup, daha dnce yagsiz hashas ununda yapilan ¢aligmalarda alkali pH
degerlerinde sézkonusu bu fonksiyonel 6zelliklerin 1yi oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle
hashas protein izolatlarinin fonksiyonelliginin daha genis pH araliginda calisilmasinin
gerekliligi diistiniilmistiir. Hashas yagsiz ununun besleyici bilesenler agisindan zengin,
herhangi olumsuz bir niteligi bulunmayan verimli bir protein kaynagi olabilecegi teyid
edilmistir. Soguk presle elde edilen yagli keklerin 1yi 6zelliklere sahip ve sorunsuz oldugu
bulunmustur. Ayrica bu keklerin insan gidasi kaynagi olarak kullanilma potansiyellerinin

oldugu da belirlenmistir.
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EKLER



I

EK 1. Hashas yaglarinda tespit edilen ugucu bilesenler

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tanim
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
taze, turung,
88.72+ 152.13+ 124.87+ 357.71+ 53.5+ 106.73+
1 Cymene 1025 2927 0.01 443 TEDB TEDB 95.45 0.00 TEDB 14.29 odunsu,
baharat
1,2-benzen 658+ 289.5+ 11.57+ bitkisel
2 i 1872 TEDB TEDB TEDB 222+0.02 TEDB TEDB ’
dikarboksilik asit 7 321.14 0.00 0.03 yagh
1-syanometil 398.22+ 275.72+ 291.65+ 436.56+ 457.5+ 541.87+
3 . . 922 TEDB TEDB TEDB
dibenzotiophen 13.03 42.03 7.56 134.6 31.81 251.6
keskin,tatl1,
4 |-hekzanol ’72 2953+ 2373+ 1675.51+ 3385.18 = 922+ 3563.36+ 2530.81+ 2540.72+ 1202.08+ mevveli
46.66 323.85 86.54 6.92 107.48 615.69 468.56 998.03 0.01 Y L
alkollii
toprak, yesil,
418.17+ 2797.5¢ 60.79+ 1668.74+ 505.04+ 63.93+ .
- -3- + +
5 1-okten-3-ol 983 728+245.2  196+0.01 172,15 1002.7 TEDB 0.00 654.89 185.5 0.02 bitkisel,
fungal
keskin,
6 L-ventanol 711 569+ 1181.45+ 578.93+ 833.24+ 810.85+ TEDB 726.5+ 1779.31+ 495.68+ fermente
P 186.67 15.6 190.13 38.53 44.7 108.5 907.93 0.04 L
alkollii
gamma 641714 1047.5+ 29162+ 305+ 266.5+ 1154.84+  447.73+ yagh,
7 biitirolakton U347 12.02 876.9 43.84 0.05 275.75 2.26 TEDB TEDB kremsi,

meyveli



EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

I

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tanimi
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
itkisel, tatl
5 gamma- ey B405* 101.58+ 56.85+ 3294+ 138.95+ 128916 oo 39.19+ 65.34+ :’,_‘t_,:ek’a;a b
nonanolakton 29.82 6.7 38.12 0.02 3528 31.66 0.00 0.36 i, Kakao,
odunsu
13.58+ 635.5+ 15.944 kremsi-yagls
9 gamma-pentalakton 956 204 0.01 0.02 9.53+0.01  7.1+0.04 TEDB TEDB 6.84+0.01 TEDB (turunggil
' ' ' notast)
bitkisel,
23.88+ 30.95+ 67.99+ 42.57+ 4772+ 59.38+ hindistan
- 6£0. 940,

10 gamma-oktalakton 1260, o, 2.48 23.56 19.55 10.54 2527 TEDB 30.6:0.03 2892067 i tath,
tltlin
tropikal

5 pentil 32.94+ 15.79+ 4377+ meyve

11 1364  TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB 20.67+0.02

2(3H)furanon 0.02 1.61 4.51 aromast,
siitlii
5 pentil 16.47+ 106.99+ 67.14 44.17+ 47.59+
12 1344  TEDB 38.1540.27 TEDB TEDB tatls, karamel
2(5H)furanon 0.01 22.09 33.58 14.57 10.62 atll, karame
. 162216+ 9873.5+ 40524+ 1i,
13 2,3-biitandiol 795 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB meyvel

536.28 0.01 8.76 kremsi-yagl



Al

EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tammi
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
findiksz,
14 2,3-dimetil -5- kiifli, hafif
->mdImen 1086  TEDB 64.51:0.74 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB uti, hatt
etil pirazin kavrulmus,
toprak
. 16.24+ . -
15 2.,4-dekadienal 1316 TEDB 11.83+£3.51 TEDB 5.5540.00  52.13+0.65 TEDB TEDB TEDB 0.03 yesil, yaglh
findiksi,
16 2,4-nonadienal 1214 TEDB 11.61+1.18 TEDB TEDB 33.6+3.35 TEDB TEDB 25.79+0.00 8.5540.03  yagl,
meneksemsi
488.86+ 1515.58+ fistik kiiflii
1 2,5-dimetil pirazi 0 TEDB TEDB TEDB 176.62+7.6 TEDB TEDB 45.1+0.00 ? ?
7 ,3-dimetil pirazin 909 103.03 76.6247 7 402.61 toprak,kakao
odunsu, tatli,
18 Keto-izophoron 1145 TEDB 34.44+0.98 TEDB TEDB 39.53+3.03 TEDB TEDB TEDB TEDB cay,
turunggil
2,6-bis(1,1-
30.77+ 1481+
19 dimetiletil)-4- 1641 5374125 16524021 TEDB 4714005  26.24+6.49 7 6.541.07  21.75+0.01 odunsu,
9.12 5.71 samansi

(1-okzopropil)fenol



EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tammi
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
bitkisel
2,6-dihidroksi 284.4+ 47.68+ 141.87+ ’
20 ’ 1499 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB t k
asetophenon 109.85 0.01 35.75 opraksl,
yesil
. 17.51+ 4721+ 38.17+ 13.26+ 20.03+ 30.92+ yesil, ¢cimen,
- - 67x1.
21 2-biitil 2-oktenal 1374 TEDB 18.67+1.52 TEDB 6.78 14.29 12.38 0.23 0.07 12.65 taze
2-kloro-4-(4-
o 276.5+ 27423+ 117.85+ 227.19+ 440.81+
_6- (4- + +
22 @etOkSIfenll? 6 .(4 1329 133.64 TEDB 249 TEDB 9.66+0.6 0.00 37381 150.46 11.6+4.35
nitrofenil)primidin
. 153.14+ kgaagac,
24 2-siklohexen-1-ol 979  TEDB 77.9340.05  TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB axgaagay
15.76 karamel,tath
2-etil hekzanoik 295.5+ 4696.5+ 1725.37+ 1270.67+  bitkisel,
25 asit 17 0.01 TEDB TEDB 0.02 576.78 TEDB TEDB TEDB 981.59 topraksi
karamel
2-etil-3,5-dimetil 409.15+ ’
26 -etil-3,5-dimeti 1080  TEDB 0 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB kahve,
pirazin 186.88
kavrulmus
1447.5+ 3363+ 1893.62+ 3385.5+ 4363.5+ 3580.52+ 3703.69+ 2381.42+ peynirsi,
27 2-hept: 891 15744265 .
epianon 2333 581.24 153.61 129.4 84.14 1230.21 1070.99 688.77 yesil muz



IA

EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tanimi
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
yogun yesil
1198.47+ 48.19+ /
28 2-heptenal 959  4.57+0.01  442+0.04 365.67 TEDB 1276 608+0.01 TEDB TEDB 396+0.02  meyveli,
' ' yagl
805.64+ 379.45+ 8302+ 1014.64+  658.68+ 589.88+
2 2-hekz 1  TEDB TEDB 25+243.24 terik
? crzanon 7 205.97 0.01 280.96 29.19 0.03 ? 208.94 etett
(S)-delta- 58.15+ 131.1+ 4339+ 51,36+ 126.92+ 111.88+ -
30 1093 TEDB TEDB TEDB tath bitkisel
kaprolakton ? 18.6 11.82 0.01 0.01 16.08 88.04 ath bitkise
ikolat
. 6899.77+ 565.79+ creoratd,
31 2-metil biitanal 658  TEDB 44942014 TEDB TEDB TEDB TEDB ool TEDB findik, malt,
’ fermente
. 534.65+ 376.16+ taze ¢iceksi,
32 2-metil 1 <600  TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB
fhettt propana 0.03 121.09 baharatli
fasulyemsi,
33 2-metil-5-pirazin 1016  TEDB 78.59+7.65  TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB 32.71£0.04  TEDB topraks,

yesil



A

EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tamm
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
meyveli,
43.46+ 67.41+ 69.47+ 198.96+ 68.54+ tatli, mumsu
2- 1091 0.27+8.35 86.95+0.8 TEDB TEDB ’ ’
34 fonation T 904 90.27 30.56 12.7 ? 65.65 28.97 peynirimsi,
yesil
11144+ 63.16+ yesil,
35 2-nonenal 1161 TEDB TEDB TEDB TEDB 1612297 TEDB TEDB 2085 salatalik,
’ ’ yagh
505.61+ 230.43+ 202,168 A%
) ) . . . .
36 2-oktenal 1059  TEDB 90.08+0.06  TEDB 167£0.02 oo 001 TEDB TEDB 206 salatalik,
muz,
1016+ 3274.92+ 1868.07+  11453.5+  7492.15+ 7650.79+  1368.5+  6386.11% 2447+ fermente,
37 2-pentanon 685 odunsu,
220.45 1209.72 516.83 701379  686.1 2567 202.5 827.47 907.54 terik
. 1271+ 284943+  5751.66+  4269.65+ 487029+  1680.6+  2617.1+ 395948+  meyveli,
38 2-pentil f 991 18610.03 .
penttl fran 66.46 940.31 375545 1410.46 482.55 330.6 707.25 131044 yesil, toprak
3-etil-2,5 dimetil 167.73+ 333.52+ 733.86+ kavrulmusg
39 o 1080  TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB
pirazin 0.01 42.56 108.69 findik, kakao



IA

EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tanimi
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
. . findik, fistik,
40 3-etil-2-metil 1,3- o33 6356+ 127.81+ 213.97+  153.85+  206.52+ 31224 oo 24205 273.92+ t;“r;k st
hekzadien 20.97 6.18 109.42 50.77 14.61 74.62 ' 87.56 14.04 pras,
popcorn
stitiimsii
3-hidroksi-2- 2009+ 4844.69+ 106079+ 18055+  2364.12+  4483.68+ >
41 . 710 917.5+0.02 TEDB TEDB tereyagimst,
biitanon (asetoin) 501.2 1598.74 294024  0.03 432.92 1567 tz:ﬁyaglm
468+ 270.38+ 39414+ 57911+ 1777+ 25856+  218.08+ 304,24+
42 trimetilsil vanili 105 TEDB il
TIEHISIE vaniin T 10323 14.67 135.4 185.1 20.78 0.01 52.44 114.21 vantya
L 385.5+ 493.66+ 3870.3+ 3272.644 599.63+ 289735+  yanmus-
43 3-metil biitanal o 003 21.68 134587 DB TEDB 104565  [EDB 74.43 622.74 maltimst
alkollii
. 649+ 20195+ 325.62+ .
44 3-metil-1-biitanol 741 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB meyveli,
113.13 924.18 0.01 .
muz, keskin
kiiflii
240.25+ 32038+  101.5+ 677.84+ >
45 3-okt 8 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB ferment
oxtanon BT 2509 0.04 0.02 221.33 ermente,

yesil



EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

XI

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 Tal::rrrll?z
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
topraksi,
46 o 28.55+ 126.05+ 80.14+ 219.38+ 139.98+ 4129+ 152.15+ 95.44+ )
3-okten-2-one 1041 501 20.97 TEDB 28.45 62.59 0.02 0.05 65.2 6.34 yagh,
samansi
. . 28.65+ 4577+ 37.20+ 32.87+
47 4-etil benzaldehit 1179 TEDB Q.47 TEDB TEDB 1637 TEDB TEDB 1228 251 ac1 badem
4-
o 825.5+ 252,73+ 709.72+4  423.08+ 62121+ 293.12+ 13535+ 702.35+
48 E;imk“femlase“k 375 39385 0.01 235.65 226.39 83.14 TEDB 0.02 0.03 71.77 bal aromast
4-tripropilsil 117.58+ 125.13+ 107.87+
6147, 3748. 0.
49 sitotradokan 1235  TEDB B9.6147.38 o s68 68.3748.78  TEDB TEDB 317+0.01 3836
5-etildihidro 2(3H) 259.46+ 345.63+ 27343+  390.42+ 261.53+ 290.93+ tutiinsd,
50 furanon 1055 76£0.01 15 69 168.16 120.34 3.42 0.03 TEDB 75.05 TEDB kumarin
benzeri
. 75.68+ 737+ 78.99+ 167.78+  73.98+ 755.63+ 70.24+ odunsu-cam
i 3120. 6£1.
31 alfa-pinen 936 ¢ 109 37312000 5554 9.01 S96:LA8 g5 3y 2.67 256.78 16.01 terpentin
alfa-terpinen, para 100.84+ 271.59+ odunsu,
’ X 21+0. ) i
52 mentha 1 3dien 1016  TEDB 588 TEDB TEDB 86.21:002 o TEDB TEDB TEDB turuncgil

,baharat



EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tanimi
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
53 benzaldehit- | 132.92+ 83.6+ 128.41+ keskin ac1
) 525  TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB
fenilmethanal 0.02 32.58 57.09 badem
. 89.01+ 883.74+ 49923+ 146411+ cicek bali,
54 taldehit 1046  TEDB TEDB 103.248.4 TEDB 131.6+6.22
benzenasetaldehi 11.05 303.65 7 0, 708.35 giil yaprag
thanol 170.29+
55 benzenmethanol, 1036  TEDB TEDB 70.29 TEDB TEDB TEDB 62.4+0.03 TEDB TEDB ciceksi
benzil alkol 51.12
56 dlolimonen l0zp 4658+ 67.73+ 17657+  95.98+ 101.44+ 25728+  31.79+ 101.58+ 243.1+ ‘are vortakal
16.14 17.83 91.42 0.02 19.17 120.71 0.01 38.52 109.65 p
. 47216+ 815.17+ 806.16+
< +0.
57 diklorometan 600 4532004 TEDB o oy TEDB TEDB 016 TEDB TEDB tatl
38235+ 467.53+ 138.88+ 10241+ 110.68+  336.42+ 28294+  siilfiir-
58 imetil sulf 1 197+22.62 TEDB
dimetil sulfon o1 197 474 132.55 11.47 0.04 10.32 87.08 87.37 yanmis
1357.5+ 431.13+ 5220+ kazarms,
59 dimetil sulfoksit 840 TEDB 309.01 TEDB TEDB 135.95 TEDB TEDB 3139 TEDB sarimsak,

yagh



IX

EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tammi
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
1993.5+ 816.55+ 1081.5+

- .

60 etanol 600 1263.6 TEDB TEDB 63.01 TEDB TEDB 2835 TEDB TEDB alkollii

.. . 101.32+ 105.85+ 138.18+ 90.87+ 91.38+ plastik

28=+0. 9+5.

61 akrilik asit 1154 TEDB 77.28+0.05 81.9+£5.35 21.67 261 5372 TEDB 40.95 13.83 Kokusu

floren-9-ol, 3,6-
S+ 97x .65+ .08+
62 dimethoksi-9-(2- 1329 27631 206.97 TEDB 125+0.02 TEDB 112.65 89.1+3.06 178.08 TEDB
. . 110.18 61.9 23 0.03
fenilethenil)
gamma-terpinen,
-s1 1 + *

63 L4-siklohekzadien = 06y rppp 1834000  TEDB TEDB TEDB 224745 ppg 640.5 TEDB odunsu,
1-metil-4-(1- 0.01 242.53 limonsu
metiletil)

mumsu
. . 2193+ 1842.86+ 2251.7+ ’
64 heptanoik asit 1078 601.2 1642+0.01 0.01 TEDB 3458+0.03 TEDB 0.04 15221+0.01 TEDB fermente,
' ’ ’ meyvemsi
. . 12793.5+ 4648.24+ 13741.5+ 7763.24+ 267024+ 82909+ 74234.15+  eksi, yagl,

65 hekz k asit 1006 TEDB TEDB C

erzanotic ast 241.12 0.02 0.03 788.78 0.01 34876.89 25597 peynirsi

66 merkantoasetik asit 1672 1608+ 1489.32+ 1165.89+ 803.14+ 2516.5+ 5991.18+ 1669+ 6053.73+ 1197.25+

cricaploaseit as 455.65 367.89 210.04 367.76 1075.5 60094 246 2008.45 791.6



X

EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tanim
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
methanon, (3,4- .
Ny 16.43+ 43.68+ 16.25+ 1 k
67 dimetilfenil)(2,4,6- 1739 21.99+4.61  TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB balzamik,
L . 1.81 0.04 2.74 metalik
trimetilfenil)
m_
. . 12921.5+ 18170.9+ 11680+
+
68 hy.drolfsml'ande'hl.( 1158 3669.17 TEDB TEDB TEDB TEDB 11765.8 TEDB 4771+450 3765 kokusuz
asit, tris(trimetilsil)
2791+ 63.05+ 76.15+ 123.64+ 205.21+ 25.01+ 33.14+ keskin
21+3.
69 naftalen 184 578 SI2132 09y 26.13 17.64 80.73 6.14 TEDB 0.9 kimyasal
keskin
. 57.65+ 88.62+ 19.96+ 37.24+ o
- =+ +
70 delta-kadinen 1312 0.49 65.63+6.28 13.88 1127 TEDB TEDB TEDB 37.11+0.8 0.03 bitkisel,
odunsu
N-benzil-N-etil-p- 199+ 147.64+ 127.13+ 138.14+ 146.74+ 355.42+ 110.68+ 435.64+
1 1492 TEDB ter kok
7 isopropilbenzamid 2 Bis 56.05 21.02 42.58 0.10 11228 1531 7.58 ctet kokusu
17.49+ 3537+ 85.02+ 94.5+ 17.44+ 58.22+ mumsu,
- NAE="X ST+
2 n-dekanal 1205 4 63 4371971 TEDB 12.65 11.92 32.57 1.88 PSTEZ 69 portakal
64.25+ 75.55+ 144.18+ 441+ 23.63+
- 95=+0.
73 n-dodekan 1198 TEDB 61.95+0.33 TEDB 20.12 3121 95.18 13.6 TEDB 0.56 alkan
303.15+ 867.3+ 975.51+ 598.64+ 1201.55+ 350.74+ yagli,
- AT7+£].
7 n-heptanal 900 TEDB 3O8ATELA 56 08 TEDB 17.95 26247 15835 884.66 175 bitkisel



Ix

EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

A
Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 romaz
Tanimi
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
75 n-hekzadekanoik 1960 TEDB 857 54123 237.5+ 5.1420.89 12320+ TEDB TEDB 508.56+ 602.67+ kremsi-
asit, palmitik asit ' 0.00 ’ ' 4078.56 245 245 mumsu
76 n-hekzanal 200 3427.5+ 5945.5+ 7024.64+ 6329+ 7021+ 13181.5+ 7735.16+ 11711+ 9631+ taze cimen
¢ 1978.7 4.49 58.4 200.78 1851.2 678 68.16 64.65 2367 € sime
. . 15209.5+ 108482+ 56959.2+ 591627.5+ 151631.5+ taze peynir
77 n-hekzanoik asit 1021 TEDB TEDB 978 6789 19534 TEDB TEDB 215356.9 1080954 aromas:
194.55+ 360.11+ 463.07+ 586.74+ 333.06+ 508.69+
- +97. + .
78 n-nonanal 1102 145+97.58 1011 164.63 TEDB 53.46 4301 2294 376+145.09 551 mumsu
9+ i
79 n-octanal 1001 TEDB TEDB TEDB TEDB 860+245 TEDB TEDB TEDB 1624.9 limonsu,
276.45 mumsu
. . 1338.34+ 734.94+ 1137.29+ 1354.28+ .
+
80 nonanoik asit 1224 TEDB 240+78.65 526.57 242 53 TEDB 455.89 TEDB TEDB 700 fermente siit
1390+ 2238.15+ 2516.63+ ransid
81 ktanoik asit 1171 TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB TEDB .
oxtanorcast 431.89 578 830.56 bitkisel yag



AIX

EK 1’in devamm

Ucucu Bilesen Konsantrasyonu (ng/kg yag)

Bilesen No Ucucu Bilesen RI' Ofis 8 Ofis 3 Ofis 4 "?a l::::l?z
Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim Kontrol Kavrulmus Enzim
O o use B OISOl e e e S
ananas

G s omen DR SN A wmnomewwe e
84 pentadekanoik asit 1860  TEDB 497+12.72 TEDB TEDB 379449 ;(1)§8,08i TEDB é?szi (1)'3546'5i mumsu
85 pentanoik asit 670 ;1?‘1‘32& TEDB 2(6)(5),847; gggggj TEDB ;Zzz La ggi;ISSi TEDB ;§?§65§5i peynirimsi
86 Eﬁ?ifﬁ;ilk asit, 1414  TEDB Zgg:é‘s& TEDB ;z%ﬂi 129.5+35 ;;5)353& TEDB TEDB TEDB ST&T;E
87 tetrahidro thiazol 1084 §52$8i §87Z3i TEDB 1(5)'9993&[ :‘541'35i TEDB TEDB TEDB 2281 ‘114i kavrulmug

*RI (Kovat Index) materyal ve yontem boliimiinde yazilan formiile gore hesaplanmustir.

**Ugucu bilesenlerin aroma ve tat duyularina ait tanimlar http://www.thegoodscentscompany.com/index.html# ve http://www.leffingwell.com/ kaynaklarindan saglanmistir
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