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TESEKKUR

Tanistigim giinden bu yana gostermis olduklar1 anlayisl ve yardimsever halleri ile her
zaman bana ornek olmalarinin yani sira, yiiksek lisansa baglamamda ve yiiksek lisans siiresince
bir bilim insaninin nasil caligmasi gerektigi konusunu kendilerinden 6grendigim degerli
danigmanlarim Prof. Dr. Ahmet KAZANKAYA ve Dr. Ogr. Uyesi Sefik TEKLE ‘ye biiyiik bir
ictenlikle tesekkiir ederim. Bu tez ¢alismasinin hazirlanmasinda bilgi ve deneyimleriyle bana
rehberlik eden, her asamada desteklerini esirgemeyen Gida ve Yem Sube Miidiirii Mehmet
GUZELTAS’ a en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin her agsamasinda gerek sorularimla gerekse sunumlarinda, tezin sekillenmesi ve
nihai hale gelmesinde katkilar1 olan degerli jiiri iiyelerime ayrica tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her alaninda her zaman yanimda olarak, benim bu giinlere ulasmamda en
biiyiik paya sahip babam Yasar KARIPTAS ve beni her zaman destekleyen kiymetli aileme,

varligryla bana gii¢ veren canim ¢ocuklarim ve esim Yusuf AGCA ya sonsuz tesekkiir ederim.

Mart, 2025 Saniye KARIPTAS AGCA



OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

IC CEVIZ YAN URUNLERINDEN PROTEIN HIDROLIZATLARININ URETIMI VE
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Saniye KARIPTAS AGCA

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI ANA BiLiM DALI

Damsman: Prof. Dr. Ahmet KAZANKAYA
Yil: 2025 Sayfa: 51
Jiiri: Prof. Dr. Ahmet KAZANKAYA

Dr. Ogr. Uyesi Sebahattin YILMAZ
Dr. Ogr. Uyesi Adnan DOGAN
Dr. Ogr. Uyesi Adnan YAVIC
Dr. Ogr. Uyesi Sefik TEKLE
ikinci Damisman  Dr. Ogr. Uyesi Sefik TEKLE

Ceviz (Juglans regia), zengin besin igerigi, nutrasotik o6zellikleri ve genis kullanim
alanlariyla one ¢ikan stratejik bir tarim tiriinii olup, diinya genelinde pek cok tilke i¢in 6nemli
bir ekonomik kaynak teskil etmektedir. i¢ ceviz, biyolojik ve kimyasal agidan oldukga degerli
bir besin maddesi olup Juglans regia L tiiriine ait ceviz agacinin meyvesinin meyve i¢ kismidir.
Bilesenleriyle bilimsel literatiirde énemli bir yer tutar. Son yillarda, i¢ cevizin dogrudan
tilketiminin yaninda, islenerek tiiketime sunulmasinin 6nemi ve talebi giderek artmaktadir. Bu
artig, hem siirdiirtilebilir gida {iretiminin tesvik edilmesi hem de ceviz meyvesinin tarimsal
ekonomik degerin artirilmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir. Ceviz unu, i¢ cevizden yag ¢ikarma
islemi sonrasinda kalan ceviz posasinin kurutulmasiyla elde edilen bir yan iiriindiir. Ozellikle
atik olarak ortaya ¢ikan ve etkin bir sekilde degerlendirilemeyen bu iiriinlerin protein hidrolizat
tiretiminde kullanimi, katma degeri ytliksek tirtinlerin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Bu
tez calismasinda alcalase, Favourzyme® ve savinase enzimleri kullanilarak hidroliz islemi
gerceklestirilmis ve hidroliz isleminin i¢ ceviz proteinlerinin yapisal, fonksiyonel ve biyoaktif
ozellikleri tizerindeki etkileri incelenmistir. Hidroliz siirecinde, savinase en yiiksek hidroliz
sonucunu (%22,59) vermistir. Favourzyme®, emiilsiyon aktivitesi (%282,16 m?/g) ve kopiik
olusturma kapasitesi (%77,67) agisindan en iyi performansi sergilerken, savinase ve alcalase
yag baglama kapasitesini artirmigtir. Antioksidan kapasite agisindan Cizo fraksiyonu, yliksek
DPPH inhibisyon orani (%61,39-%67,54) ile 6ne ¢ikmistir. Sonuglar savinase, alcalase ve
Favourzyme® gibi enzimlerin ceviz proteinlerinden biyoaktif ve ¢ok islevli hidrolizatlar
tretmek i¢in etkili bir teknoloji sundugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda, Cizo gibi ytliksek
antioksidan kapasiteye sahip numunelerin fonksiyonel gida ve farmasotik iriinlerde
degerlendirilme potansiyeli oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ceviz proteini, Enzimatik hidroliz, Fonksiyonel 6zellikler, Antioksidan
Aktivite
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Walnut (Juglans regia) is a strategic agricultural product distinguished by its rich
nutritional content, nutraceutical properties, and wide range of applications, serving as a
significant economic resource for many countries worldwide. Walnut kernel is a biologically
and chemically valuable food material, representing the edible part of the walnut fruit and
holding a prominent place in the scientific literature due to its composition. In recent years,
besides the direct consumption of walnut kernels, the importance and demand for their
processed forms have been steadily increasing. This rise is crucial for promoting sustainable
food production and enhancing the agricultural economic value of walnuts. Walnut flour is a
by-product obtained by drying the walnut meal remaining after oil extraction from walnut
kernels. Utilizing these by-products, which are often considered waste and not effectively
valorized, for the production of protein hydrolysates offers an opportunity to create high-value-
added products. In this thesis, hydrolysis was performed using alcalase, Favourzyme®, and
savinase enzymes, and the effects of the hydrolysis process on the structural, functional, and
bioactive properties of walnut protein were investigated. During the hydrolysis process,
savinase exhibited the highest degree of hydrolysis (22.59%). Favourzyme® demonstrated the
best performance in terms of emulsification activity (282.16 m%*/g) and foaming capacity
(77.67%), while savinase and alcalase enhanced fat-binding capacity. Regarding antioxidant
capacity, the Cizo fraction stood out with a high DPPH inhibition rate (61.39%-67.54%). This
study demonstrates that enzymes such as savinase, alcalase, and Favourzyme® provide an
effective technology for producing bioactive and multifunctional hydrolysates from walnut
proteins. Furthermore, it highlights the potential of samples like Cizo, which exhibit high
antioxidant capacity, to be utilized in functional food and pharmaceutical products.

Keywords: Walnut protein, Enzymatic hydrolysis, Functional properties, Antioxidant activity
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1 GIRIS

Cok eski ve kokli bir meyvecilik kiiltliriine sahip olan Tiirkiye, bircok meyve
tirtiniin oldugu gibi cevizin de gen merkezleri arasinda yer alir. Cevizin anavatani,
bazilarma gore Iran’in Ghilan bolgesi, bazilarma gore ise Cin oldugu ifade edilmekle
birlikte, biiyilk bir ¢ogunluk ise cevizin Karpat Daglari’ndan Tiirkiye, Irak, iran,
Afganistan, Gliney Rusya, Hindistan, Mangurya ve Kore’ye kadar uzanan genis bir
bolgenin iiriinii oldugunu bildirmistir. Pomolojik olarak sert kabuklu meyve tiirleri
igerisinde yer alan ceviz (Juglans regia L,) botanik olarak Dicotiledoneae sinifi,
Juglandales takimi, Juglandaceae familyas1 ve Juglans cinsinde siniflandirilmaktadir.
Juglans cinsi igerisinde 6zellikleri tespit edilmis 18 ceviz tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler
icinde, meyve kalitesi {istiin olan ceviz denildiginde ilk akla gelen, Anadolu cevizi, iran
cevizi ve Ingiliz cevizi olarak da taninan Juglans regia L’dir (Kazankaya, 1996;
Kazankaya ve ark., 1997; Balc1 ve ark., 2001; Dogan ve ark., 2005; Sen ve ark., 2006;
Balta ve ark., 2007; Baser ve ark., 2016; Kandilli ve ark., 2021; Kazankaya ve ark., 2022).

FAO'nun verilerine gore, diinya genelinde ceviz iiretimi yaklagik 2.67 milyon ton
diizeyindedir. Bu iiretim, diinya ¢apinda yaklasik 1.2 milyon hektar alanda saglanmis olup
bu veriler, ceviz yetistiriciliginin kiiresel 6l¢ekteki 6nemini ve tarim sektoriindeki yerini
acikca ortaya koymaktadir. Ceviz iiretiminde Cin, yillik yaklasik 1.4 milyon ton iiretimle
ilk sirada yer alirken, Amerika Birlesik Devletleri 682,200 ton iiretimle ikinci sirada
bulunmaktadir. iran, 355,040 ton iiretimle ii¢iincii siray1 alirken, Tiirkiye, 335,000 ton
iiretimle dordiincii sirada yer almaktadir. Tiirkiye'deki ceviz iiretiminin biiyiik bir boliimii
Karadeniz, i¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bolgelerinde yogunlasmistir (FAO, 2024).

Ceviz, saglik ve beslenme agisindan 6nemli bir besin kaynagidir. i¢ cevizler,
yiiksek oranda doymamis yag asitleri, sindirilebilir protein ve diyet lifi iceren besleyici
gidalardir (Pereira ve ark., 2008). Aynm1 zamanda, flavonoidler, fenolik asitler ve
polifenoller gibi biyoaktif bilesikler agisindan zengin olan ceviz igleri, antioksidan,
antiaterojenik, antienflamatuar ve antimutajenik ozellikler sergileyerek saglik iizerinde
olumlu etkiler gosterir (Wani ve ark., 2016). Bu o6zellikleriyle ceviz, hem beslenme hem
de saglik agisindan 6nemli bir rol oynar. Beslenme degerleri Tablo 1.1°de goriilebilecegi
gibi 100 gram ¢ig ceviz i¢in, 15.2 g protein, 65.2 g yag (¢ogunlukla ¢oklu doymamis yag
asitleri) ve 13.7 g karbonhidrat olarak bilinmektedir (USDA, 2024).



Bilesiminde insan sagligi iizerine olumlu etkileri olan degerli besin 6gelerini
icermesinden dolay1 beslenme rutininde 6nemli bir yere sahiptir. Ceviz, farkli besin
Ogeleri bakimindan zengin olmasina ragmen, en 6nemli besin 6geleri yaglardir (Simsek
ve Giilsoy, 2016). Cevizler yaklasik %52-70 oraninda yag igermektedirler (Bayazit ve
ark., 2016). Cig olarak tiiketilmesi halinde besin 6geleri en dogal formunda kalir. Ceviz
yag1 ise pisirme veya kozmetik iirlinlerinde kullanilan, yiiksek doymamis yag asitleri

igerigine sahip degerli bir yan {iriindiir (Sen ve ark., 2006).

Tablo 1.1. TiirKomp Verilerine Gore 100 Gram Cig Ceviz I¢i Besin Degerleri

Besin Ogesi Miktar (100 g)

Kalori 679 kcal
Toplam Yag 64,82 ¢
- Doymus Yag 6,432 ¢
- Tekli Doymamis Yag 8,987 g
- Coklu Doymamis Yag 34,7159
Karbonhidrat 3,689

- Lif 11,50 g
- Seker Bilgi yok
Protein 14,57 ¢
Vitaminler

- E Vitamini (a-TE) 1,19 mg
- B6 Vitamini 0,549 mg
- Folat 64 ug
Mineraller

- Magnezyum 165 mg
- Fosfor 365 mg
- Bakir Bilgi yok
- Mangan Bilgi yok
- Demir 2,34 mg

Diinya genelinde ceviz yagi {retimi, ceviz {retimi ve yag c¢ikarma
teknolojilerindeki gelismelere bagli olarak 6nemli bir sektor haline gelmistir. Cin, ceviz
yag iiretiminde lider konumda olup, bu {irlinii hem yerel tiiketim hem de ihracat i¢in
kullanmaktadir. Ceviz yagr hem geleneksel hem de yesil teknolojilerle (soguk pres,
solvent ekstraksiyonu gibi) elde edilmekte ve bu teknolojik gelismeler, iiretimin
verimliligini ve kalitesini artirmaktadir (Fregapane ve Ojeda-Amador, 2019). Ayrica,
ceviz yaginin Avrupa ve Kuzey Amerika pazarlarinda da dnemli bir ticari potansiyeli
bulunmaktadir. Saglikli gida ve fonksiyonel gida trendleriyle birlikte uluslararasi
pazarlarda talep goren ceviz yagi, Avrupa Birligi’nde nis yaglar kategorisinde

degerlendirilmekte, yliksek besin degeri ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle yogun olarak
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tercih edilmektedir (Czwartkowski ve ark., 2022). Ozellikle organik ve fonksiyonel
gidalara olan talep, ceviz yagi pazarinin biiylimesine katkida bulunmaktadir ve tiretimi,
stirdiiriilebilir tarim ve saglikli gida trendleriyle birlikte 6nemini artirmaktadir. (Masoodi
ve ark., 2022). Ceviz yag1, hem i¢ pazarda hem de uluslararasi pazarlarda talep goren bir
triindiir. Tiirkiye, ceviz iretiminde onemli bir {ilke olarak, ceviz yagi ihracatiyla
ekonomik kazang elde edebilir. Ozellikle organik ve fonksiyonel gidalara olan artan talep,
ceviz yagimin pazar degerini daha da artirmaktadir (Aydinoglu, 2018).

Ceviz yag liretimi, ceviz tarimi lizerinde hem ekonomik hem de ekolojik agidan
onemli etkilere sahiptir. Bu etkiler, diinya genelinde ve Tiirkiye’de yapilan bilimsel
calismalarla incelenmistir. Ceviz yagi, yiiksek fiyatli bir {iriin olarak pazarda yer alir ve
bu durum ciftgiler igin ek gelir kaynagi olusturur. Ozellikle Tiirkiye’de ceviz iiretiminin
2022 yilinda 336.431 ton oldugu ve bu iiretimin bir kisminin yag liretimine ayrildig
belirtilmistir (Tung ve Yilmaz, 2023). Bu durum, ceviz tariminin siirdiiriilebilirligini
desteklemekte ve bolgesel kalkinmaya katki saglama potansiyelindedir. Bununla birlikte
ceviz tariminda modern ve verimli tarim tekniklerinin benimsenmesini tesvik etmektedir.
Ornegin, yag iiretimi igin yiiksek kaliteli cevizlerin yetistirilmesi, ¢iftcilerin daha iyi tarim
uygulamalarina yonelmesine neden olmakta, bu durum, tarimsal verimliligi artirirken,
ceviz bahgelerinin bakimi ve yonetimi konusunda bilimsel arastirmalarin da artmasina
katkida bulunmaktadir (Kilavuz ve Yiicer, 2023). Ceviz yagi iiretimi, ceviz tarimi tizerine
yapilan bilimsel arastirmalarm artmasma da katkida bulunmaktadir. Ozellikle yag
cikarma teknolojileri, ceviz ¢esitlerinin yag verimi ve kalitesi gibi konularda yapilan
caligmalar, sektoriin gelecegini sekillendirmektedir. Tiirkiye’de bu alanda yapilan
aragtirmalar, ceviz tariminin ve yag iretiminin daha verimli hale gelmesine yardimci
olmaktadir (Tung ve Yilmaz, 2023; Kilavuz ve Yiicer, 2023).

Tarimsal iiretim siireclerinde, hasat sirasinda ana {iriiniin yan1 sira cesitli
miktarlarda iirtin kalintist veya atik (residue) meydana gelirken, iirlinlerin islenmesi
asamasinda ise farkli tiirde yan tiriinler (by-product) elde edilmektedir. Ana tirtiniin tiiriine
bagli olarak, hasat asamasinda olusan atik ya da kalint1 miktarlar1 degiskenlik gosterirken,
iiriin igleme siireclerinden elde edilen yan iirlinlerin ¢esitliligi ve miktar1 da 6nemli dl¢lide
farklilik gosterebilmektedir. Bu baglamda, toplam kalint1 ve yan iiriin miktarlari, ¢ogu

durumda hasat edilen ana iiriin miktarini asabilmektedir (Saglik, 2023).



Tarimsal iiretim ve endiistriyel isleme faaliyetleri sonucunda ortaya ¢ikan yan
tirlinlerin zaman zaman nihai iriinden daha yiiksek besin degerine veya fonksiyonel
icerige sahip oldugu bildirilmektedir. Bu biyolojik materyallerin biiyiik bir kismi
degerlendirilmemektedir (Torres-Ledn ve ark., 2018). Meyvecilik ve meyve isleme
stireclerinde, yan tirtinler genellikle taze meyvenin %50’sinden fazlasini olusturmakta ve
bazi tiirlerde ana iiriine kiyasla daha yiiksek besleyici 6zelliklere ve fonksiyonel igeriklere
sahip olabilmektedir. Bahge bitkilerinin tiim Dbilesenlerinin  etkin  sekilde
degerlendirilmesi, tarimsal isletmelerde diisiik atik yaklasiminin benimsenmesini
saglamak ve bu yan iirlinlerden yeni degerli iriinler tiretmek, iilkeler i¢in stratejik bir
gereklilik olarak ortaya ¢cikmaktadir (Ayala-Zavala ve ark., 2011). i¢ cevizden yag eldesi
sonrasinda 100 gr’ lik bir tirlinden yaklasik % 55 yag ayrildiginda geriye 45 gr’lik
degerlendirmeye uygun ve protein igerigi yliksek bir yan iirlin elde edilmektedir.

Proteinler, canli organizmalarda hayati 6nem tasiyan makro besin maddeleridir.
Amino asitlerin polimerlerinden olusan proteinler, hiicresel yapilarin korunmasindan
enzimlerin iiretilmesine kadar bircok biyolojik fonksiyonu yerine getirir. Insan viicudu
icin dokuz temel amino asit, disaridan alinmasi1 gereken elzem molekiiller olup, bu amino
asitlerin kaynagi siklikla protein agisindan zengin gidalardir (Wu, 2016). Proteinler; kas
dokusunun onarimi ve biiylimesi, enzim ve hormon sentezi ile bagisiklik sisteminin
desteklenmesi gibi gesitli islevlere sahiptir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), giinliik kalori
aliminin %10-15inin proteinlerden gelmesini Onermektedir. Yetersiz protein alimi,
bliylime geriligi, bagisiklik zayiflig1 ve genel saglik sorunlarina yol agabilir (WHO,
2007). Proteinler; hayvansal kaynaklardan (et, siit, yumurta) elde edilmesinin yaninda
bitkisel kaynaklardan da (tahillar, soya, ceviz, baklagiller) elde edilebilir.

Protein ihtiyac1 uzun yillar boyunca agirlikli olarak hayvansal kaynakli
proteinlerden karsilanmigtir. Ancak, obezitenin yayginlagsmasi, hayvansal kokenli
hastaliklarin goriilme sikliginin artmasi ve antibiyotiklerle beslenen hayvanlara dair
endiseler, tiiketicilerin tercihlerini degistirmesine neden olmustur. Son dénemlerde
bitkisel kaynakli proteinlere yonelik talep onemli Olgiide artmistir. Yagl tohumlar,
tahillar ve bakliyatlar, bitkisel proteinlerin baslica kaynaklar1 arasinda yer almaktadir.
Ozellikle, bitkisel proteinler genellikle hayvansal proteinlerden daha az yag ve kolesterol
icerirken; ayn1 zamanda lif, esansiyel vitaminler ve mineraller gibi birgok degerli besin
maddesi bakimindan daha zengindir (Damodaran ve ark., 2008). Hayvansal iiriinlerin
kisith ve pahali olmast nedeniyle bitkisel iiriinlerin protein kaynagi olarak

degerlendirilme ¢alismalar1 6nem kazanmistir.



Vejetaryenlik egilimleri, organik ve dogal iiriinlere olan talep, bitkisel protein
tiretim miktarini olumlu yonde etkilemektedir (Alcorta ve ark., 2021).

Ceviz yiiksek kaliteli bir bitki proteini kaynagidir; i¢indeki protein ve yag, ceviz
i¢inin agirhiginin %70'inden fazlasini olusturur (Sen ve ark., 2006). Ozellikle protein
acisindan zengin olan ceviz, soya, kanola ve ¢esitli bakliyatlar {izerinde birgok arastirma
yapilmaktadir (Aydemir ve ark., 2014). Yagsiz ceviz unu, hidrolik presleme veya solvent
ekstraksiyonu gibi yontemlerle elde edilir. Bu siiregler, cevizdeki yagin bliyiik ol¢iide
cikarilmasini saglar, geriye kalan kisim ise ogiitiilerek una doniistiiriiliir (Labuckas ve
ark., 2014). Son yillarda, yagsiz ceviz ununun besin degeri ve fonksiyonel 6zellikleri
{izerine yogun arastirmalar yapilmaktadir. Ozellikle yiiksek protein icerigi ve antioksidan
kapasitesi, bu tirtinii gida endiistrisinde 6nemli bir bilesen haline getirmistir (Mao ve Hua,
2012).

Ceviz unu, i¢ ceviz yag ¢ikarilma islemi sonrasinda elde edilen ve yiiksek protein
(%40-45) igerigiyle 6ne ¢ikan bir yan iiriindiir (Mu ve ark., 2014). Bu proteinler, baslica
albumin, globulin, gliadin ve glutenin gibi protein fraksiyonlarilaridir. Ayni zamanda
mineraller (magnezyum, fosfor, ¢inko) acisindan da zengindir. Yag igerigi azaltildig1 i¢in
kalorisi diisiiktiir, bu da onu diyet programlari i¢in ideal hale getirir (Rabadan ve ark.,
2018). Ayrica, yiiksek protein igerigi nedeniyle hayvan yemlerinde katki maddesi olarak
da kullanilir (Burbano ve ark., 2024). Ceviz proteini, 18 farkli amino asit igermekte olup,
bunlar arasinda sekiz temel (esansiyel) amino asit bulunmaktadir (Sze-Tao ve Sathe,
2000; Savage, 2001). Bu esansiyel amino asitlerin igerigi, insan viicudunun beslenme
ihtiyaglarini karsilamakta ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)
ile Birlesmis Milletler Universitesi (UNU) tarafindan 2007 yilinda &nerilen beslenme
standartlarina oldukca yakindir (Tablo 1.2). Bu 6zellikleri nedeniyle ceviz proteini, insan
gidas1 i¢in 6nemli bir bitkisel protein kaynagi olarak kabul edilmekte ve gelecekte biiyiik
bir gelisme potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir (Li ve ark., 2020). Ayrica, ceviz
proteininin biyolojik aktiviteleri ve fonksiyonel 6zellikleri, gida endiistrisinde ¢esitli
uygulamalarda kullanilmasmi miimkiin kilmaktadir. Ornegin, ceviz proteininin
emiilsiyon stabilizasyonu ve kopiik olusturma 6zellikleri, gida formiilasyonlarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Karoud ve ark., 2019). Bu nedenle, ceviz proteininin hem
beslenme hem de endiistriyel agidan daha fazla arastirilmasi ve degerlendirilmesi 6nem

tagimaktadir.



Tablo 1.2. i¢ Cevizlerin Farkli Yan Uriinlerinin Aminoasit Igerikleri (g/100g) ( Li ve ark.,

2020).
Aznino Asit Yagsiz Ceviz Ceviz Protein Ceviz Protein WHO/FAO/UNU
Unu Konsantresi 1zolat1 (2007)*

Metiyonin 1.16 0.02 0.99 0.08
Valin 4.18 0.21 3.50 0.18
Treonin 3.58 0.21 2.55 0.09
Histidin 2.38 0.13 1.89 0.09
Isoldsin 3.28 0.10 3.03 0.09
Leucin 7.13 0.07 5.64 0.12
Lizin 2.58 0.05 2.01 0.07
Sistein 0.84 0.06 0.70 0.12
Fenilalanin 4.94 0.05 3.49 0.07
Tirozin 2.76 0.22 2.30 0.13
Triptofan 5.50 0.02 7.4 6.6
Prolin 4.22 0.07 2.33 0.04
Alanin 4.74 0.05 3.31 0.15
Arjinin 14.73 0.09 11.24 0.18
Glysin 5.43 0.15 3.54 0.11
Serin 5.84 0.19 3.96 0.22
Glutamin 22.16 0.12 15.78 0.20
Asparagin 10.04 0.21 6.95 0.19

Bitkisel proteinlerin diisiik ¢6ziiniirliikte olmalari, ceviz proteinlerinin su veya
diger coziicliler i¢inde kolayca c¢oziinememesine neden olarak sindirilebilirlik ve
biyoyararlanimint olumsuz etkileyebilir. Bu durum, bitkisel proteinlerin yapisal
ozellikleri ve antinutrisyonel faktorlerin varhigiyla iliskilidir. Ozellikle bitkisel
proteinlerin kompleks yapisi ve suda c¢oziiniirliklerinin diisiik olmasi, sindirim
enzimlerine erigimlerini sinirlayarak sindirilebilirliklerini azaltir (Sa ve ark., 2020;
Opazo-Navarrete ve ark., 2025). Ayrica, bitkisel proteinlerin igerdigi fitatlar, tanenler ve
diger antinutrisyonel bilesikler, proteinlerin biyoyararlanimini daha da diisiirebilir. Bu
bilesikler, proteinlerin sindirim siirecinde pargalanmasini engelleyerek amino asitlerin
emilimini olumsuz etkiler (Gilani ve ark., 2012; Gu ve ark., 2023). Bununla birlikte,
uygun isleme teknikleri bitkisel proteinlerin ¢ozlinilirliiglinii ve sindirilebilirligini
artirabilir. Bu yontemler, proteinlerin yapisint modifiye ederek suyla etkilesimlerini
tyilestirir ve sindirim enzimlerini daha erisilebilir hale getirir (Rivera del ve ark., 2022;

Huang ve ark., 2024).



Protein hidrolizatlarinin tretim yonetemleri Sekil 1.1.” de verilmistir (Tekle,
2022). Yontemler proteinlerin enzimatik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini degistirerek
fonksiyonel performanslarini iyilestirme tizerine odaklanmaktadir (Cabi, 2023).
Enzimatik modifikasyon teknikleri, ceviz proteinlerinin ¢oziiniirliglinii artirmada sikca
basvurulan yontemlerden biridir. Bir diger yontem, pH ayarlamalaridir ki bu yontem
proteinlerin izoelektrik noktasindan uzaklastirilmasi, protein yiizeyindeki elektrik
yiiklerinin dengesizligi nedeniyle molekiiller arasi itme kuvvetini artirarak ¢oziiniirliigii
tyilestirmektedir (Kinsella, 1982; Damodaran, 2008; Damodaran, 2017).

Kimyasal modifikasyon teknikleri ise ceviz proteinlerinin ¢ozlinlirliglini
artirmaya yonelik diger bir strateji olarak ©ne c¢ikmaktadir (Damodaran, 2008).
Asetilasyon veya siiksinilasyon gibi kimyasal islemlerle proteinlerin ylizey polaritesinin
degistirilmesi, suyla olan etkilesimlerini artirmakta ve ¢oziintirliigli optimize etmektedir
(Kinsella, 1982). Kimyasal modifikasyonun uygun sekilde uygulanmasi, proteinlerin
besin degerini koruma ve toksisiteyi onleme agisindan dikkatle ele alinmalidir (Sun ve
Holley, 2011). Konuyla ilgili gelecekte yapilacak calismalar, bu tekniklerin etkisini
optimize etmeye ve ceviz proteinlerinin fonksiyonel kullanimini artirmaya yonelik daha
fazla veri saglayacaktir (Kinsella, 1982; Damodaran, 2008; Damodaran, 2017).

Fiziksel isleme teknikleri, proteinlerin yapisini (konformasyonunu) degistirmek
ve ¢Oziiniirlik, dagilma gibi fonksiyonel ozelliklerini iyilestirmek i¢in kullanilan
yontemlerdir. Bu teknikler, proteinlerin suyla etkilesimini artirarak daha iyi performans
gostermelerini saglar. Geleneksel 1sitma iglemlerinin yani sira, ultrason, homojenizasyon,
diisiik sicaklik plazmasi, bilyali degirmen, ince 6giitme ve yliksek basingli mikrojet gibi
yeni teknikler sik¢a kullanilmaktadir. Bu yontemler, proteinlerin yeniden dagilimini,
acilmasini ve ¢oziiniirliiglinii artirmay1 hedefler (Zhao ve ark., 2023). Fiziksel isleme
teknikleri, isleme siireci sirasinda drnegin durumuna bagli olarak kuru isleme veya 1slak
isleme olarak siniflandirilabilir. Ceviz proteinlerinin su ile etkilesimi, ¢oziiniirliik ve
fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestirilmesi, gida endiistrisinde bu proteinlerin daha etkili
kullanimina yonelik 6nemli bir arastirma alanmidir. Cevizlerin birkag saat su icinde
bekletilmesi, proteinlerin su ile etkilesimini artirarak ¢oziiniirliiglini iyilestirir. Sicak su
ile bekletme, protein yapisin1 gevseterek suyla daha iyi etkilesime girmesini saglar

(Gilimiis ve Yildiz, 2024).
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Lif ve karbonhidrat eklenmesi, ceviz proteinlerinin emiilsiyon olusturma
yetenegini artirarak ¢ozlniirliigiinii iyilestirir. Bu strateji, proteinlerin suyla etkilesimini
artirirken, ayn1 zamanda fonksiyonel 6zelliklerini de gelistirir (Arslan ve ark., 2024).

Coziiniirligii artirmada etkili bir yaklasim ultrasonikasyon gibi fiziksel
yontemlerde yiiksek frekansli ultrason dalgalari, protein molekiillerinin ikincil ve ti¢iinciil
primer yapilarinda degisimlere yol acarak proteinlerin su ile daha fazla etkilesime
girmesini saglamaktadir (Sun ve Holley, 2011). Ayrica bu teknik, proteinlerin
emiilsifikasyon ve jel olusturma gibi fonksiyonel ozelliklerini de gelistirmektedir
(Kinsella, 1982).

Tarimsal atiklardan ya da gida sanayi yan {iriinlerinden elde edilen proteinin
kaliteli kabul edilebilmesi i¢in esansiyel aminoasit igeriginin zengin olmasi ve toksik
maddelerden uzaklastirilmis protein igerigine sahip olmasi gerekmektedir (Kamal ve ark.,
2021).

Giliniimiizde ceviz peptitlerinin sanayi 6lgeginde iiretiminde en sik tercih edilen
yontem, kimyasal hidrolizle karsilastirildiginda bir¢ak avantaj sunan mikrobiyal
enzimatik hidrolizdir (Moghadam ve ark., 2020). Bu avantajlar, yiiksek hidrolitik

Ozgiilliikk, hafif reaksiyon kosullari, yiiksek iiriin saflig1 ve diisiik enerji gereksinimleri



gibi unsurlar igermektedir (Zhang ve ark., 2021). Yaygin olarak kullanilan enzimatik
yontemler arasinda, iyi tanimlanmig substrat Ozgilliigline sahip ticari enzimlerin
(Alcalase, Papain, Pepsin, Favourzyme®, Neutrase ve Protamex dahil) kullanimi yer
almaktadir (Li ve ark., 2020; Yang ve ark., 2021).

Protein hidrolizatlari, enerji icecekleri, yaslilik tirtinleri, sporcu beslenme iiriinleri
ve kilo kontrolii diyet iriinlerinde protein katkisi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Ayni1 zamanda, lezzet arttirici, fonksiyonel bilesen ve besin degeri diisiik gidalarda da
protein katkist olarak tercih edilebilmektedir. Bunun yani sira, fenilketoniiri,
hipoallerjenik bebek mamalari, akut ve kronik karaciger hastaliklari, bagirsak sendromu,
inflamatuar bagirsak hastaligi ve pankreasla ilgili hastaliklar gibi ¢esitli saglik
sorunlarinda da kullanim alani bulmaktadir. Proteinlerin hidrolizi sonucu olusan biyoaktif
peptidler, antioksidatif, antikanser, antimikrobiyal ve antidiyabetik gibi dnemli biyolojik
aktivitelere sahip olabilmektedir. Elde edilen protein hidrolizatlarinin 6zellikleri,
dogrudan gida ingrediyeni olarak kullanimini ve fonksiyonel 6zelliklerini dogrudan

etkilemektedir (Tekle, 2022).



1.1. Tezin Amaci

Bu c¢aligmanin temel amaci, yagi cikarilan i¢ cevizlerden elde edilen ceviz
posasindan iretilen ceviz unlarinin enzimatik hidroliz yontemiyle (alcalase,
Favourzyme® ve savinase enzimleri kullanilarak) hidrolizat tiretimini gergeklestirmek ve
bu hidrolizatlarin karakteristik, fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklerini detayl1 bir sekilde
incelemektir. Bu kapsamda, hidroliz derecesi, protein miktari, emiilsiyon 6zellikleri,
kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi, yag baglama kapasitesi, FTIR spektroskopisi
ile analiz, renk Ozellikleri ve antioksidan aktivite gibi parametreler analiz edilerek, ceviz
unu hidrolizatlarinin gida endistrisinde ve saglik iriinlerinde kullanim potansiyeli
degerlendirilmistir.

Bununla birlikte ceviz yan {irinlerinin degerlendirilmesi ve gida sektoriinde
kullaniminin yayginlastirilmasi, tarimsal iirlin ¢esitliliginin olugmasina ve dolayisiyla
tarimsal gelirin artmasina olanak saglar.

Bu calisma, ceviz posasinin atik olarak degerlendirilmesi yerine katma degeri
yiiksek iirlinlere dontistliriilmesi yoluyla siirdiiriilebilir gida iiretimi i¢in yenilik¢i bir
yaklasim sunmay1 hedeflemektedir. Bu yaklagim, ceviz isleme siirecinde ortaya ¢ikan atik

miktarini azaltarak ¢evresel kirliligin 6nlenmesine 6nemli bir katk: saglamaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Ceviz proteinleri lizerine yapilan ilk sistematik arastirmalar, 1980'li yillarda
baslamis olup, bu donemde alkali ekstraksiyon (pH 8.0-10.0 araliginda NaOH kullanimi)
ile yiiksek saflikta protein izolasyonu basarilmistir. Bu ¢alismalar, ceviz proteinlerinin
fonksiyonel 6zelliklerinin (su baglama kapasitesi, emiilsifikasyon aktivitesi) karakterize
edilmesine olanak saglamis ve bitkisel protein kaynaklarmin endistriyel gida
uygulamalarinda kullanimina dair kritik bir temel olusturmustur.

1990'ara gelindiginde, enzimatik hidroliz tekniklerinin (6zellikle Alcalase ve
Favourzyme® gibi endoproteazlarin kullanimi) gelistirilmesiyle, protein hidrolizatlarinin
kontrollii tiretimi miimkiin hale gelmistir. Bu yontemler, alkali ekstraksiyona kiyasla daha
spesifik peptit profilleri ve artis gdsteren biyoaktivite (6rn. antioksidan, antihipertansif)
potansiyeli saglamistir. 2000'li yillarda, Ceviz protein hidrolizati (CPH)'nin biyoaktif
ozellikleri kesfedilmis ve bu peptitlerin antioksidan, antihipertansif ve antidiyabetik
etkileri iizerine yogun arastirmalar yapilmistir; ayrica, ceviz peptitlerinin molekiiler
calismalari, bu peptitlerin biyolojik aktivitelerinin mekanizmalarini aydinlatmaya
yardimer olmustur (Wang ve ark., 2016; Fan ve ark., 2022).

Biyoaktif peptitler 1950 yilinda Mellander tarafindan kesfedilmistir. Bu peptitler,
viicut fonksiyonlar1 ve saglik {izerinde olumlu etkileri olan spesifik protein fragmanlari
olarak tanimlanmaktadir. Amid veya peptit baglar1 olarak bilinen kovalent baglarla
baglanmis amino asitlerden olusmakta olan biyoaktif peptitler, enzimatik hidroliz,
fermantasyon veya proteolitik enzimler kullanilarak acgiga ¢ikarak ve hormon veya ilag
benzeri aktiviteler gostererek insan saglig1 i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir (Kogak ve
Sanli, 2016; Unal ve ark., 2018). Bu aktivitelerinden dolay1 “gida hormonu” olarak da
adlandirilir (Giir ve ark., 2010). Konu ile ilgili yapilan aragtirmalar sonucunda 'Biopep'
adli bir veri tabani olusturulmus ve burada 1500'den fazla farkli biyoaktif peptit oldugu
belirtilmistir (Unal ve ark., 2018). Biyoaktif peptitlerin biyolojik aktiviteleri pek c¢ok
faktore baglhidir. Amino asit kompozisyonlari, icerdikleri amino asit ¢esidi, molekiil
agirliklar1 ve amino asit dizilimi bu faktorlere 6rnektir (Giir ve ark., 2010; Unal ve ark.,
2018). Biyoaktif peptitler genellikle 2-20 amino asit kalintis1 igermektedirler fakat elde
edildigi kaynaga ve yonteme gore sayilar1 degisiklik gostermektedir (Korhonen ve
Pihlanto, 2006; Moller ve ark., 2008). Biyoaktif peptitler baslica ii¢ yolla ortaya
¢ikmaktadir; bu yontemler, sindirim enzimleri ile hidroliz, fermantasyon yolu ve bitkisel
ve hayvansal kaynakli proteolitik enzimler kullanilmasi olarak bilinir. Biyoaktif

peptitlerin eldesinde yontemler birlestirilerek de kullanilabilmektedir. Alkalaz, pepsin,
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kimotripsin, tripsin, termolisin pankreatin vb. hidroliz islemi i¢in en fazla kullanilan
enzimlerdir (Korhonen ve Pihlanto, 2006). En ¢ok peynir, et, yumurta, bugday, soya
fasulyesi, misir, meyve ¢ekirdekleri, fistik, baklagiller, sarimsak, brokoli, kolza tohumu,
ceviz gibi hayvansal ve bitkisel kaynakli iirtinlerde ve balik, mikro alg, deniz hiyari,
karides gibi deniz lriinlerinde biyoaktif peptitlerin varligina dair ¢aligmalar mevcuttur
(Dhaval ve ark., 2016).

Cevizden elde edilen biyoaktif peptitler, saglik tizerinde gesitli olumlu etkilere
sahip olan protein fraksiyonlaridir. Bu peptitler, ceviz proteinlerinin enzimatik hidrolizi
veya fermantasyon yoluyla agiga ¢ikarilir ve antimikrobiyal, antioksidan, antihipertansif
ve mineral tagiyict gibi fonksiyonel 6zellikler gosterir (Liu ve ark., 2023). Bu peptitler,
sindirim saglig1, bagisiklik fonksiyonu ve kardiyovaskiiler saglik gibi bir¢ok farkli saglik
alanin1 destekleyebilir. Biyoaktif peptitlerin bu etkileri, genellikle amino asit dizilimleri
ve molekiiler yapilari ile yakindan iliskilidir (Cicero ve ark., 2017). Antioksidan etkileri
sayesinde serbest radikallerin notralize edilmesine yardimci olarak hiicre hasarini 6nler
ve oksidatif stresi azaltir (Mates ve ark., 2024). Ayrica, patojen mikroorganizmalara karsi
koruyucu bir etki gostererek enfeksiyon riskini azaltir. Antihipertansif etkileri ise ACE
(anjiyotensin doniistiiriicii enzim) inhibitorii olarak g¢alisarak kan basincini diisiirmeye
yardimct olur (Li ve ark., 2020; Mukarram ve ark., 2024). Mineral tasiyici etkileri,
ozellikle kalsiyum ve demir gibi minerallerin emilimini artirarak kemik saglig1 ve anemi
riskini azaltir (Rashki ve ark., 2025).

Yapilan bilimsel ¢alismalar gostermistir ki ceviz proteinlerinin hidrolizat iglemi
uygulanarak elde edilen peptitler, hidrolize edilmemis proteinlere kiyasla daha iistiin
fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklere sahiptir. Bu peptitler, suda daha iyi ¢oziiniirliik,
diisiik viskozite, 1yi koplirme ve emiilsifikasyon 6zellikleri gibi iglevsel avantajlar sunar
(Feng ve ark., 2024)

Enzimatik hidroliz yontemi, bitkisel protein hidrolizatlarinin iiretimi ve bu
hidrolizatlarin fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklerinin belirlenmesinde oldukca etkili bir
tekniktir. Bu yontem, proteinlerin spesifik enzimler kullanilarak daha kiigiik peptitlere ve
amino asitlere parcalanmasini saglar ve proteinlerin biyoyararlanimini artirirken,
antioksidan, antimikrobiyal ve antihipertansif gibi biyoaktif 6zelliklere sahip peptitlerin
aciga ¢cikmasini saglar. Enzimatik hidroliz, kimyasal hidrolize kiyasla daha kontrollii bir
stirectir ve toksik kimyasal kalintilar icermez (Esfandi ve ark., 2019; Czelej ve ark.,
2022).
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Enzimatik hidroliz siirecinin optimizasyonu, enzim se¢imi, reaksiyon kosullar1 ve
yeni teknojilerin kullanimi gibi faktorlere baglidir. Enzim se¢imi, hedeflenen biyoaktif
Ozelliklere gore belirlenir ve proteaz enzimleri (6rnegin, pepsin, tripsin, papain), protein
hidrolizinde yaygin olarak kullanilir. (Mora ve Toldra, 2023).

Truong ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada, soya proteinlerinin
hidrolizinde favourzyme®, protamex ve alcalase enzimleri Kkarsilagtirilmis ve
Favourzyme®'in en yiiksek ¢oziinebilen protein geri kazanim verimliligine ulastig1 tespit
edilmistir. Termal 6n islem ile enzimatik hidrolizin birlestirilmesi, protein geri kazanim
verimliligini %61.44'e ¢ikarmisken, yalnizca enzimatik hidrolizde bu oran %52.57 olarak
belirlenmistir (Truong ve ark., 2020). Fan ve arkadaslarmin 2022 yilinnda yapmis
olduklar1 bir ¢aligmada alcalase enzimi ile hidrolizi sonucunda, hidroliz siiresinin (0-150
dakika) protein yapist ve antioksidan oOzellikler tlizerindeki etkileri incelenmistir.
Optimum kosullarda (pH 9.0, 55°C, %4 substrat konsantrasyonu, %2 enzim/substrat
orani) gerceklestirilen hidrolizde, alcalase enzimi diger enzimlere (Favourzyme®,
Neutrase, Pepsin, Tripsin) kiyasla en yiiksek hidroliz derecesi (%12.03) ve DPPH radikal
stiplirme aktivitesi (%86.28) saglamistir. Sonug olarak, 120 dakikalik alcalase hidrolizi,
walnut proteininden yiiksek antioksidan aktiviteye sahip biyoaktif peptitlerin eldesi i¢in
optimal bir yontem olarak onerilmektedir.

Bitkisel proteinlerin alerjenik potansiyelini azaltmaya yonelik ¢aligmalarda,
Garcia Arteaga ve ark. (2022) Lactobacillus plantarum fermentasyonu ile papain vetripsin
enzim hidrolizini kombine ederek, bezelye protein izolatindaki ana alerjenlerin
immiinojenitesini belirgin sekilde azaltmay1 basarmiglardir. Ozellikle fermentasyon
sonras1 enzimatik hidroliz uygulamasi, proteinlerin molekiiler agirlik dagilimini
diistirerek antikor taninmasini en aza indirmistir. Calismada hidrolizatlarin duyusal
ozelliklerinin iyilestirildigi ve aciligin azaldig1 gézlenmistir.

Ceviz protein izolatinin fonksiyonel 6zellikleri incelendiginde, Wang ve ark.
(2020) yaptiklar1 calismada ceviz proteininin kazeine kiyasla daha iyi emiilsifiye edici
stabilite gosterdigini ve genis bir pH araliginda (3-9) bu ozelligini korudugunu
belirtmislerdir. Bu bulgular, ceviz proteinlerinin gida endiistrisinde et analogu ve siit
alternatifleri gibi tiriinlerde kullanim potansiyeline isaret etmektedi

Sicaklik, pH ve hidroliz siiresi gibi parametreler, peptitlerin verimini ve
aktivitesini etkilerken, ultrason, mikrodalga ve puls elektrik alani gibi yesil teknolojiler,
enzimatik hidroliz verimini artirmak i¢in kullanilmaktadir (Habinshuti ve ark., 2023;

Mora ve Toldra, 2023).
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Feng ve ark. (2024) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, papain kullanilarak sinirl
enzimatik hidroliz isleminin ceviz proteininin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri ile besin
degerine etkilerini incelemistir. Hidroliz derecesi en yliksek %11.4 olarak belirlenmistir.
Sonuglar, papain hidrolizinin ceviz proteininin yapisal Ozelliklerinde Onemli
degisikliklere yol actigin1 gdstermistir. Hidrolize edilmis proteinler, daha diisiik
molekiiler agirlik, artan esneklik ve azalan hidrofobiklik sergilemistir. Fonksiyonel
Ozellikler ve besin degeri, 6zellikle %11,4 DH'ye sahip olan fraksiyonda, daha iyi
emiilsifikasyon ve antioksidan yetenekler ile artmistir. Bu bulgular, ceviz protein
hidrolizatlarini gida tiretiminde kullanimini artirmak i¢in sinirh enzimatik hidrolizin etkili
bir yontem olabilecegini ve papain enziminin uygun oldugunu dénermektedir.

Bir bagka calisma da Liu ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ceviz
protein hidrolizatlarindan antioksidan peptitlerin hazirlanmasi igin neutrase, papain,
bromelain, alcalase, pepsin ve pankreatin enzimleri kullanilmistir. Bu enzimlerle
hidrolize edilen peptitler, DPPH, ABTS ve siiperoksit radikal siipiirme analizleri ile test
edilmistir. Sonuglar, papain ile hazirlanan peptitlerin daha yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu gostermektedir.

Tripsin enziminin ceviz proteinlerini hidrolize etmede basarisin1 arastiran
Moghadam ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada %35-45 arasinda bir hidroliz
derecesi elde edildigi bildirilmistir. Ayrica, tripsin hidrolizatlarinin 50 m?/g gibi yiiksek
bir emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) degerine sahip oldugu vurgulanmistir. Ceviz
proteinlerinin tripsin ile hidroliz edilmesinin yapisal, fonksiyonel, antioksidan, biyoaktif
yiikleme ve ACE inhibitér 6zellikleri lizerindeki etkilerinin incelenmesinde; hidroliz
stireleri 0, 15, 30, 60 ve 120 dakika olarak belirlenmis ve bu siirecte proteinlerin
yapisindaki  ¢Oziilme igsel floresans spektroskopisi ile dogrulanarak yiizey
hidrofobikliginin artti1 gdzlemlenmistir. Iki saatlik hidroliz sonrasi ¢dziiniirliik %17'den
%63'e yiikselmis, hidroliz edilmis proteinler daha yiiksek yiizey aktivitesi gostererek
kopirme ve emdilsifiye etme oOzelliklerini iyilestirmistir. Ayrica, enzimatik hidroliz
sirasinda aktif antioksidan dizilerin serbest birakilmasiyla antioksidan aktivite artmis ve
ceviz proteinlerinin ACE aktivitesini inhibe etme yetenekleri ile hidrofobik biyoaktif
molekiilleri yiikkleme kapasitesi onemli 6lgiide gelistirilmistir (Moghadam ve ark., 2020).
Ancak Favourzyme®'in etkinligi, protein kaynagina ve islem kosullarina bagli olarak
degisebilmektedir.

Ozellikle bitkisel proteinlerde (6rnegin mercimek) alcalase gibi enzimlere kiyasla

daha diisiik verim gosterebilmekte, ancak non-termal teknolojilerle kombine edildiginde
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bu sinirlilik asilabilmektedir. Yiiksek basing veya pulsed electric field gibi yontemlerle
on islem gormiis proteinlerde Favourzyme® kullanimi, peptitlerin biyoaktivitesini
artirmaktadir. Ornegin, yiiksek basing uygulanmis mercimek proteininden Favourzyme®
ile iiretilen peptitlerin, oksijen radikal absorpsiyon kapasitesi %70'e kadar yiikselmistir
(Garcia-Mora ve ark., 2015).

Yapilan baska c¢alismada, kenevir tohumu proteinlerinin alcalase enzimi
kullanilarak hidroliz edilmesiyle elde edilen peptitlerin fonksiyonel ve biyoaktif
ozellikleri detayl bir sekilde incelenmistir. Calismada, pH (8) ve 50°C gibi optimum
kosullarda kenevir proteinlerini pargalayarak biyolojik aktiviteye sahip peptitler tirettigi
gosterilmistir. Bu peptitlerin gida endiistrisi agisindan 6nemli fonksiyonel 6zellikler
tasidig1 belirlenmistir. Ozellikle su tutma kapasitesinin yiiksek olmas1, gida iiriinlerinde
nem stabilitesini artirma potansiyeline isaret etmektedir. Ayrica, hidrolizatlarin iyi bir
emiilsiyon stabilitesi gOstermesi, mayonez ve sos gibi yag-su karisimlarinin
stabilizasyonunda kullanilabilecegini ortaya koymustur. Calismanin bir diger 6nemli
bulgusu ise bu peptitlerin giiclii antioksidan aktiviteye sahip olmasidir. DPPH ve ABTS
radikallerini siipiirme yetenekleri test edilerek peptitlerin oksidatif stresi azaltma
potansiyeli kanitlanmistir. Bunun yani sira, peptitlerin anjiyotensin doniistiiriicii enzimi
(ACE) inhibe edici etkileri sayesinde hipertansiyonu 6nleyici 6zellikler tasidigi da tespit
edilmistir. Bu kapsamli ¢aligma, kenevir tohumu proteinlerinden elde edilen peptitlerin
hem gida teknolojisinde fonksiyonel bilesen olarak hem de saglik agisindan faydali
biyoaktif bilesikler olarak kullanilabilecegini gostermesi agisindan 6nem tasimaktadir
(Samaei, 2021)

Liu ve ark. (2024) tarafindan yapilan g¢aligmada, alcalase enziminin ceviz
proteinlerinin hidrolizindeki etkinligi detayl bir sekilde incelenmistir. Alcalase, Bacillus
licheniformis kaynakli bir mikrobiyal proteaz olup o6zellikle hidrofobik amino asit
kalintilarii (6rnegin 16sin ve fenilalanin) igeren peptit baglarin1 parcalama konusunda
yiiksek spesifite gosterir. Calismada bu enzimin optimal ¢alisma kosullar1 pH 8.0 (alkali
ortam), 50°C sicaklik, 4 saatlik hidroliz stiresi ve 1:10 (w/w) enzim/substrat oran1 olarak
belirlenmistir. Bu kosullar altinda alcalase ile yapilan hidroliz sonucunda %45-55 hidroliz
derecesi elde edilmis, DPPH radikal siipiirme testinde %80'nin iizerinde antioksidan
aktivite gozlenmis ve ACE inhibisyon deneylerinde 0.42 mg/mL IC50 degeri ile yiiksek
inhibisyon etkinligi kaydedilmistir. Arastirmacilar, alcalase'nin pepsin ve papain gibi
diger enzimlere kiyasla ceviz proteinlerinden daha yiiksek verimle biyoaktif peptitler

irettigini ve Ozellikle biiyiik molekiiler agirlikli protein fraksiyonlarimi etkili sekilde
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kiiglik peptitlere pargalayabildigini vurgulamiglardir. Bu bulgular, alcalase'nin
fonksiyonel gida ve nutrasotik uygulamalar i¢in umut verici bir enzim oldugunu
gostermektedir.

Mora ve Toldra (2023), farkli enzimlerin kombinasyonlarinin protein
hidrolizatlarinin fonksiyonel dzelliklerini iyilestirdigini vurgulamistir. Ornegin, papain
ve trypsin kombinasyonu, %60 HD ile hem hidroliz verimliligini hem de biyoaktif
Ozellikleri artirmistir. Li ve arkadaslar1 (2020), papain ve protamex hidrolizatlarinin
strastyla %75 ve %85 ABTS radikal siipiirme oranlari ile giiglii antioksidan aktivite
sergiledigini belirtmistir. Ceviz protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri, gida
endistrisinde Onemli bir arastirma alanidir. Bu o6zellikler, proteinlerin gida
sistemlerindeki isleme, depolama ve tiiketim asamalarinda gosterdikleri fizikokimyasal
nitelikler olarak tanimlanir. Enzimatik hidroliz, ceviz proteinlerinin fonksiyonel
ozelliklerini degistiren ve gelistiren bir yontemdir. Bu siireg, proteinlerin yapisini
degistirerek daha kiigiik peptitler ve serbest amino asitler iiretir, bu da proteinlerin
¢Oziiniirliik, emiilsiyon stabilitesi, kopiik olusturma kapasitesi ve antioksidan aktivite gibi
ozelliklerini iyilestirir. Ceviz protein hidrolizatlarinin  emiilsiyon 6zelliklerinin
incelendigi ¢alismalarda, hidroliz derecesi arttikga emiilsiyon stabilitesinin yiikseldigi
belirlenmistir. Yiksek derecede hidrolize edilmis proteinler, daha iyl emiilsiyon
stabilitesi saglarken, bu durum, peptitlerin yiizey aktif 6zelliklerindeki artisla iliskilidir.
Emiilsiyon olusturma ve stabilizasyon kapasitesi, protein ¢oziliniirliigii ile dogrudan
iliskilidir; ¢ozlniirliiglin artmasi, emiilsiyon stabilitesini de artirmaktadir (Jin ve ark.,

2020; Zhang ve ark., 2024).

Favourzyme® gibi enzimlerin optimum hidroliz kosullarin1 belirleyerek yapilan
calismalar, enzim seciminin dnemini vurgulamistir. Bu tiir enzimler, bitkisel protein
hidrolizatlarinin gida sistemlerindeki davranigini inceleyerek, endiistriyel uygulamalar
acisindan degerli bilgiler sunmaktadir. Elde edilen sonuglar, ceviz unu hidrolizatlarinin
gida endiistrisinde emiilgator olarak kullanim potansiyelini ortaya koymaktadir. Ozellikle
Favourzyme® enzimiyle gerceklestirilen hidroliz islemi, emiilsiyon o6zelliklerini
gelistirmede etkili bir yontem olarak one ¢ikmaktadir (Feng ve ark., 2024; Liu ve ark.,
2024). Sonug¢ olarak, ceviz protein hidrolizatlarinin emiilsiyon 6zellikleri, gida
endiistrisinde  siirdiiriilebilir ~ emiilgatér  kaynaklarinin  gelistirilmesine  katki

saglamaktadir. Bu c¢alismalar, yeni nesil enzimlerin protein modifikasyonundaki
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potansiyelini vurgulamakta ve gelecekteki arastirmalar igin 6nemli bir alan

olusturmaktadir.

Kopiirme 6zelligi, gida triinlerinin dokusunu ve lezzetini gelistirerek tiiketici
deneyimini artirir. Ozellikle igecekler, soslar, marshmallowlar ve cesitli gida iiriinlerine
hafif ve kremsi bir doku saglar. Ayrica, kdpiik stabilitesi, lirlinlerin raf dmriinii uzatir ve
taginma veya depolama sirasinda bozulmalarini 6nler . Yapilan aragtirmalar, ceviz protein
hidrolizatlarinin kopiirme 6zelliklerinin peptitlerin yapisal ve yiizey aktif 6zellikleriyle
dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Enzimatik hidroliz, proteinlerin daha
kiigiik peptitlere ayrilmasini saglayarak, diisik molekiiler agirliga sahip peptitlerin
genellikle daha iyi kopiik olusturma kapasitesine sahip olmasina yol agmaktadir. Bu
diisiik molekiiler agirlikli peptitler, ylizey gerilimini azaltarak hava kabarciklarinin
yiizeyinde birikimini tesvik etmekte ve boylece kopiigiin stabilitesini artirmaktadir (Sun
ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2024).

Ceviz protein hidrolizatlarinin kopiik olusturma 6zelliklerini etkileyen bir diger
onemli faktor, pH diizeyi ve tuz konsantrasyonudur. pH, proteinlerin elektriksel yiikiinii
etkileyerek kopiik stabilitesini degistirebilir. Ozellikle, proteinlerin izoelektrik noktasinin
altinda veya tstiinde bulunan pH degerleri, kopiik stabilitesini artirabilir. Tuz eklenmesi
de kopiik olusturma Ozelliklerini iyilestirebilir; tuz, proteinlerin yiizey aktivitesini
artirarak kopliglin daha stabil hale gelmesine yardimci olur (Moghadam ve ark., 2020;
Zhou ve ark., 2022).

Yiiksek derecede hidrolize edilmis proteinler, daha 1y1 kopiik stabilitesi saglarken,
bu durum, peptitlerin yiizey aktif 6zelliklerinin artmasiyla iligkilidir. Ayrica, kopiik
stabilitesi, proteinlerin ¢oziiniirliik diizeyiyle de baglantilidir; ¢6ziiniirliik arttik¢a kopiik
stabilitesi de artar (Jin ve ark., 2020; Feng ve ark., 2024).

Ceviz protein hidrolizatlari, sadece kopiik olusturma stabilitesi saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda gida {iriinlerinin besin degerini de artirir. Biyoaktif peptitler,
kopiirme sistemlerinde antioksidan ve saglik yararlari sunarak gida iiriinlerinin kalitesini
artirabilir (Sun ve ark., 2019; Jin ve ark., 2020).

Ceviz proteinlerinin yag baglama kapasitesi, gida endiistrisinde iirlin kalitesini
artiran kritik bir 6zelliktir. Yag baglama, yagin fiziksel olarak tutulmasini saglayarak tat
ve tekstlir 6zelliklerini iyilestirir (Liu ve ark., 2025). Ceviz proteinlerinin yag baglama
kapasitesi, tuz konsantrasyonu ve pH diizeyi gibi faktorlerden etkilenmektedir. Tuz

konsantrasyonundaki artisin yag baglama kapasitesini Onemli Olglide artirdig
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gozlemlenmistir. Ayrica, optimum pH ve sicaklik kosullarinda (30°C ile 50°C arasi) bu
kapasitenin yaklagik %40 oraninda arttig1 tespit edilmistir. Bu sicaklik araligi,
proteinlerin yapisal biitiinliigliniin korundugu ve yagla etkilesimin en verimli sekilde
gerceklestigi kosullart yansitir (Mao ve Hua, 2012).

Renk stabilitesi, lirtiniin raf dmrii hakkinda bilgi verir. Renk degisimleri, iiriiniin
bozulma siirecini gosterebilir ve bu nedenle {iriin gelistirme ve kalite kontrol siireclerinde
kritik bir adimdir (Kristinsson ve Rasco, 2000). Ozellikle ceviz protein hidrolizatlarinda
renk stabilitesi, Uriiniin raf omrii ve tliketici kabulii agisindan 6nemli bir parametredir
(HunterLab, 2025). Renk analizinde Chroma ve Hue, renklerin temel o6zelliklerini
tanimlayan iki 6nemli parametredir (CIE, 2004). Chroma, bir rengin doygunlugunu veya
canliligin1 ifade eder. Yiiksek chroma degerleri, rengin daha saf ve canli oldugunu
gosterirken, diisiik degerler rengin soluk veya griye yakin oldugunu belirtir (Wyszecki ve
Stiles, 2000). Ornegin, parlak kirmiz1 bir elma yiiksek chroma degerine sahipken, pastel
tonlar daha diisiik Chroma degerleriyle karakterize edilir (Berns, 2019). Hue ise rengin
temel tonunu belirler ve renk ¢emberindeki konumunu ifade eder (Johnsen, 2015).

Antioksidanlar, serbest radikalleri nétralize edebilen, oksidatif hasari 6nleyen
veya onaran bilesiklerdir. Serbest radikaller, hiicresel metabolizma sirasinda olusan,
yiiksek reaktiviteye sahip molekiillerdir ve DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel
bilesenlere zarar verebilirler. Bu durum, oksidatif stres olarak adlandirilan bir siirece yol
acar ve hiicresel dengenin bozulmasina neden olur (McClements ve Decker, 2000;
Sarmadi ve Ismail, 2010).

Oksidatif stres, hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesi sonucu
meydana gelir ve bu durum, kronik hastaliklar, yaglanma, kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi ¢esitli patolojilerin gelisiminde etkili bir rol oynar. Bu nedenle,
antioksidanlarin serbest radikal siiplirme, lipid oksidasyonunu 6nleme ve metal iyonlarini
selatlama gibi mekanizmalarla oksidatif hasar1 azaltma yetenekleri, hem saglik hem de
gida endiistrisi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir (Kim ve Wijesekara, 2010; Zamora-
Sillero ve ark., 2018). Yapilan ¢alismalarda ceviz proteinlerinden elde edilen peptitlerin
antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in gesitli analiz yontemleri kullanilmaktadir (Tablo
2.1.). Bu yontemler arasinda 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal siipiirme
testi, 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal siipiirme testi,
hidroksil radikali siipiirme testi ve lipid peroksidasyon inhibisyon testi yer almaktadir

(Chalamaiah ve ark., 2012).
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Son yillarda yapilan ¢alismalar, ceviz proteinlerinin yiiksek kaliteli protein icerigi
ve bu proteinlerden enzimatik hidroliz yoluyla elde edilen biyoaktif peptitlerin
antioksidan 6zellikleri nedeniyle 6nemli bir ilgi odagi haline geldigini géstermektedir. Bu
biyoaktif peptitler, serbest radikalleri siipiirme, lipid oksidasyonunu inhibe etme ve metal
iyonlarini selatlama gibi ¢esitli antioksidan aktiviteler sergileyebilir (Chi ve ark., 2014;
Lassoued ve ark., 2015). Ozellikle WSREEQEREE ve ADIYTEEAGR gibi peptitler,
gliclii antioksidan aktiviteleri ile hiicresel diizeyde antioksidan etki gostererek oksidatif
stresi azaltmada etkili olmustur (Wang ve ark., 2022). Bu bulgular, ceviz proteinlerinin
ve bunlardan tiiretilen peptitlerin saglik agisindan potansiyel faydalarini ortaya
koymaktadir. Ceviz peptitlerinin gesitli biyolojik aktiviteleri, onlar1 fonksiyonel gida
bilesenleri ve nutrasotikler olarak potansiyel kilmaktadir. Siirekli arastirma ve gelistirme,
insan sagligini tesvik etme konusundaki uygulamalarini artirabilir.

Ceviz proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptitler, gida endiistrisinde dogal
antioksidan olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Lipid oksidasyonunu onleyici
etkileri nedeniyle, ceviz protein hidrolizatlar1 gidalarin raf dmriinii uzatmak ve besin
degerini korumak i¢in kullanilabilir. Bunun yani sira, ceviz protein hidrolizatlarinin
oksidatif stresle iligkili hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilabilecek dogal
bir ¢6ziim sundugu disiliniilmektedir (McClements ve Decker, 2000; Farvin ve ark.,
2014). Ceviz peptitleri, hem in vitro hem de in vivo olarak 6nemli antioksidan 6zellikler
gostermistir. Bu 6zellikler, spesifik amino asit dizilimleri ve bilesimlerine atfedilmektedir
(Chen ve ark., 2012; Wang ve ark., 2022). Bu peptitler, reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
etkili bir sekilde azaltir ve antioksidan enzim aktivitelerini artirir, bu da oksidatif stresi
hafifletme ve insiilin direncini iyilestirme potansiyeline sahiptir (Wang ve ark., 2020).

Alzheimer gibi noérodejeneratif hastaliklar baglaminda, ceviz peptitleri umut
verici etkiler gostermektedir. Calismalar, bu peptitlerin bilissel islevi artirabilecegini ve
bunun oksidatif stresin azaltilmasi ve noéroinflamasyonun modiilasyonu gibi
mekanizmalarla iligkili olabilecegini gostermektedir (Zou ve ark., 2016; Zhao ve ark.,
2021). Ayrica, ceviz peptitleri bagirsak mikrobiyotasinin diizenlenmesinde rol oynar.
Yararli bakterilerin sayisin1 artirirken potansiyel olarak zararli olanlar azaltarak, bagirsak
saghigini iyilestirir ve iltihabit azaltir (Kumar ve ark., 2019; Zhi ve ark., 2022).
Arastirmalar ayrica ceviz peptitlerinin, kirmiz1 kan hiicresi sentezini tesvik ederek ve

egzersiz sirasinda laktik asit ve iire amonyak iiretimini azaltarak yorgunlugu
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hafifletebilecegini 6ne siirmektedir (Kim ve Kim, 2013; Liu ve ark., 2018). Ayrica,
potansiyel antiepileptik aktivite sergileyebilir ve hiperlipidemi ile karaciger lipid
metabolizmasini iyilestirebilirler (Jahanbani ve ark., 2021; Yang ve ark., 2021).

CPH'nin hipertansiyon tedavisinde kullanilabilecegini ve ACE inhibisyonu ile kan
basincini  diigiirdiigiinii belirtmistir Kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser ve
norodejeneratif hastaliklar gibi kronik rahatsizliklarin 6nlenmesinde ceviz protein
hidrolizatlarinin etkili olabilecegi yapilan arastirmalarla desteklenmistir (Kim ve
Wijesekara, 2010; Karoud ve ark., 2019).

Sonug olarak, enzimatik hidroliz, protein hidrolizatlarinin tiretimi ve biyoaktif
peptitlerin kesfi icin etkili bir yontemdir. Ozellikle antioksidan peptitler, gida
endiistrisinde fonksiyonel gidalar ve saglik takviyeleri olarak kullanilmaktadir. Ancak,
biiyiik 6l¢ekli tiretim igin daha fazla arastirma ve optimizasyon gereklidir (Czelej ve ark.,
2022; Toldra, 2023).
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3. MATERYAL VE METOT
Bu bdliimde, ¢alismada kullanilan materyaller, kimyasallar ve uygulanan islemler
detayl1 bir sekilde sunulmustur.

3.1. Materyal

Ceviz unu, “Tazemiz Dogal Uriinler (Mersin, Tiirkiye)” isimli firmadan elde
edilmistir. Ceviz unlari, tiketime hazir ve vakumlu sekilde paketlenmistir. Kullanilan
kimyasallar Favourzyme® (Aspergillus oryzae kaynakli proteaz), alcalase (Bacillus
licheniformis), savinase, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), ve Phosphate buffered
saline (PBS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Germany) firmasindan
alimmustir. Diger tim kimyasal ve ¢oziiciiler, analitik saflik derecesindedir.

3.2. Metot
3.2.1. Yag Alinmus Ceviz Unu Izolatlarinin Hazirlanmasi

Yag1 alinmis ceviz unu saf su (1:15 a/h) igerisinde dagitilmis ve pH, 1 M NaOH
ile 9'a ayarlanmistir. Karigim, oda sicakliginda 1 saat karistirilmig ve ardindan 4000 xg'de
20 dakika santrifiij edilmistir. Bundan sonra, siipernatantin pH'st 1 M HCI ile 4.5'e
ayarlanmis ve daha sonra ayni1 sicaklikta 20 dakika boyunca 4000 xg'de santrifiij edilerek
cokelti saf su ile yikanmis ve liyofilize edilmistir (Moghadam ve ark., 2020). Ceviz izolati

tiretimine ait gorseller Sekil 3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.1. Ceviz Unu Izolat: Uretim Asamalari (Orijinal)
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Sekil 3.2. Liyofize Edilmis Ceviz Unu Izolat1 (Orijinal)

3.2.2. Ceviz Unu Hidrolizatlarinin Hazirlanmasi

Ceviz izolatlarindan saf su kullanilarak %5’lik (w/v) ¢6zelti hazirlanmis ve daha
sonra karisimin oda sicakliginda iyice karigsmasi saglanmistir. Ceviz hidrolizatlarinin
iiretiminde alcalase, Favourzyme® ve savinase enzimleri kullanilmistir. Ceviz izolat
cozeltilerinin pH’s1, 1 M NaOH ¢ozeltisiyle alcalase icin 8,0’e (60°C), Favourzyme® i¢in
7,0’ye (50°C) ve savinaze igin 9,0’a (50°C) ayarlanmistir. Her bir enzim igin 2 saat
hidroliz islemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda enzim, 90°C’de 20 dakika siire ile 1s1
uygulamasiyla inaktive edilmistir. Cozeltiler, 7000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis
(Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Germany) ve liyofilizator (Martin Christ
GmbH, Beta 1-8 LSCplus, Osterode am Harz, Germany) ile -55°C’de dondurarak
kurutulmustur. Kuru toz halindeki hidrolizatlar ambalajlanarak depolanmustir. Ceviz

hidrolizati tiretimine ait gorseller Sekil 3.3’te sunulmustur.

Sekil 3.3. Ceviz Hidrolizat: Uretimine Ait Asamalar (Orijinal)
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3.2.3. Hidroliz Derecesi Belirlenmesi (%)

Hidroliz derecesinin belirlenmesinde pH-stat yontemi kullanilmistir. pH-stat
yontemi, reaksiyonla ortaya ¢ikan veya harcanan hidrojen iyonlar1 sebebiyle meydana
gelen pH’daki degisimi sabitlemek amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde
hidroliz derecesi, hidroliz reaksiyonu esnasinda serbest forma gecen protonlarin
ototitrasyonuyla eklenen baz miktarinin tespit edilmesiyle belirlenmektedir. Hidroliz
derecesi parcalanan peptid baglarinin (h) birim agirlik basina toplam bag sayisina (htot)
oran1 olarak tanmimlanir. Hidroliz derecesinin hesaplanmasinda asagidaki esitlik

kullantlmistir (3.1).

Hidroliz Derecesi (%) = (hx100) /htot = (BxNbx100) /(axMpxhtot) (3.1)
B : Baz miktari
Nb  : Baz normalitesi
o > a-NH2 gruplarinin ortalama ayrilma sabiti

Mp  : Protein miktar1 (g)
htot: Ceviz proteinindeki toplam peptit baglar1 (mmol/g). Ceviz proteini i¢in htot
degeri, 7.35 mmol/g'dir (Adler-Nissen, 1986).

3.2.4. Protein Miktar1 Belirlenmesi

Protein miktar1 analizi, bir 6rnekteki toplam protein iceriginin belirlenmesinde
kullanilan yontemlerden biridir. Bu c¢alismada, Kjeldahl yontemi kullanilarak ceviz
hidrolizatlarinin  protein oranlart tespit edilmistir. Kjeldahl tiiplerine, ceviz
hidrolizatlarindan 1 g 6rnek konularak {izerine 12 mL siilfiirik asit (H2SO4) ve 1 adet
Kjeldahl tableti eklenmistir. Yakma iinitesinde, tiip igerigi berraklasincaya kadar yaklagik
4 saat siireyle yakma islemi gerceklestirilmistir. Islem sonrasinda sogutulan tiiplere 75
mL saf su eklenmis ve distilasyon asamasina gec¢ilmistir. Distilasyon {initesinden
%33’liik NaOH ¢ozeltisinden 75 mL tiiplere otomatik olarak eklenmis ve iinitenin diger
ucuna 25 mL %4 borik asit igeren ¢ozelti bulunan erlen yerlestirilmistir. Distilasyon
sonucunda yaklagik 150 mL destilat toplandiginda islem tamamlanmis ve elde edilen
destilat 0,1 N HCl ile titre edilmistir. Asagidaki formiil (3.2) kullanilarak ham azot miktari
hesaplanmistir. Elde edilen azot miktari, 6.25 ¢evrim faktorii kullanilarak toplam protein

miktarina doniistlirilmistiir (Mahre ve ark., 2018).
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Toplam Azot (%) =[(A-B) xNx0.014/Ornek miktar1 (g)] x100 (3.2)
A: Titrasyonda harcanan 0.1 N HCI (mL)
B: Sahit deneme i¢in harcanan 0.1 N HCI (mL)
N: HCI’nin normalitesi (0.1 N)

3.2.5. Emiilsiyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emiilsiyon stabilite indeksi (ESI), Zamorano-
Apodaca ve ark. (2020) tarafindan onerilen yontemde kiigiik bir modifikasyon yapilarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada, dort farkli numune (Cizo, Calc, Cfla ve Csav) hazirlanmis
ve her bir numune igin analizler ger¢eklestirilmistir. Islem adimlari, 90 mg hidrolizatinin
tartilmasi ve tiiplere aktarilmasiyla baglamistir. Tiiplere 9 mL fosfat tamponlu salin (PBS)
eklenmis sonrasinda, tiiplere 3 ml aygicek yagi eklenmis ve karisim Ultra-turrax (Daihan
HG-15D, Seoul, Kore) cihazi kullanilarak 18.000 x g’de 1 dakika siireyle homojenize
edilmistir. Homojenizasyon isleminin tamamlanmasinin ardindan, emiilsiyonun alt
kismindan 0 ve 10. dakikalarda 50 pL emiilsiyon alinmistir. Bu emiilsiyonlar, %0,1
sodyum dodesil siilfat (SDS) ile 5 mL’ye seyreltilerek c¢ozeltiler hazirlanmigtir.
Seyreltilmis ¢ozeltilerin absorbans degerleri, spektrofotometre (Shimadzu UV-1800,
Tokyo, Japonya) kullanilarak 500 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir. EAI ve ESI degerleri

3.3 ve 3.4’ te verilen formiillerle hesaplanmistir.

EAI (m?/g) = (2 x 2,303 X Ag) / (C x ¢) (3.3)
Ao =500 nm dalga boyundaki absorbans
C = Protein baslangi¢ konsantrasyonu (g/mL)
¢ = Emiilsiyondaki yag hacmi

ESI (dk.) = (Ao xAt) /AA (3.4)
A1o= 10 dk. sonundaki absorbans
At =10 dk.
AA = Ao- Ao
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3.2.6. Kopiik Olusturma Kapasitesi ve Stabilitesi

Kopiik kapasitesi ve kopiik stabilitesi, Zamorano-Apodaca ve ark. (2020)
tarafindan kullanilan yontemde kiigiik degisiklik yapilarak belirlenmistir. Liyofilize
haldeki hidrolizat ¢6zeltisinden (%0.5 p/v) 10 mL alinarak Ultra-turrax (Daihan HG-15D,
Seoul, Kore) cihazi kullanilarak 10.000xg’de oda sicakliginda 1 dakika siireyle
homojenize edilmistir. Toplam képiik hacmi, homojenizasyon sonucunda 0, 10, 20 ve 30.
dakikalarda ol¢iilmiistiir. Kopiik kapasitesi, 0. dakikada olusan kopiik genlesmesini ifade
ederken, kopiik stabilitesi, 10, 20 ve 30. dakikada olusan kopiik genlesmesini ifade
etmektedir. Kopiik genlesmesi asagidaki esitlikle hesaplanmistir (3.5).

Kopiik Genlesmesi (%) = [(A- B) /B]x100 (3.5)
A Farkli zamanlardaki hacim (mL)

B: Homojenizasyondan 6nceki hacim (mL)

3.2.7. Yag Baglama Kapasitesi

Ceviz hidrolizatlarinin yag baglama kapasitesi, Karoud ve ark. (2019) tarafindan
belirtilen yontemle belirlenmistir. Calismada 4 adet numune i¢in daras1 alinmis santrifiij
tiiplerine 20 mg ceviz hidrolizati konulmus ve tartilmistir. Uzerine 400 pL aycicek yagi
eklenerek oda sicakliginda 1 saat siireyle bekletilmistir. Karigimlar, vorteks cihazi (Velp
ZX3 Vortex Mixer, Italy) ile her 15 dakikada 5 saniye karistirilmistir. Sonrasinda 5000
rpm’de 20 dakika siireyle, 4 °C santrifiij edilerek (Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Germany) yag fazi uzaklastirilmistir. Kontrol grubu i¢in bos bir santrifiij
tiipline 0rnek koymadan yalnizca yag eklenmistir. Yag baglama kapasitesi, mL yag / g

protein olarak ifade edilmis ve 3.6 ile verilen esitlikle hesaplanmuistir.
Yag Baglama Kapasitesi= (Baglanan yag miktari(g)\ Ornek miktar1 (g) )*100  (3.6)

3.2.8. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi Analizleri

Ceviz hidrolizatlarinin %10’luk ¢ozeltisi saf su ile hazirlanmistir. Cozeltilerin
ATR-FTIR spektrumlari, 4 cm™ ¢oziiniirliik diizeyinde ve her spektrumda 16 tarama
olacak sekilde okunmustur (Bruker Tensor 27 FTIR spektrometre, Bremen, Almanya).
Spektrumlarin kaydi 4000-600 cm™ orta kizildtesi bolgede gergeklestirilmistir. Her
numune i¢in ayni kosullarda 6l¢iimii yapilmis ii¢ spektrumun ortalamasi alinmistir. Her
o6l¢lim 6ncest, kristal yiizeyi saf su ve %100 saf etil alkol ile temizlenmistir (Cebi ve ark.,
2016).
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3.2.9. Hidrolizat Renk Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hidrolizatlarin rengi, Chroma meter CR-400 (Konica Minolta) cihaz1 kullanilarak
belirlendi. L*(parlaklik), a* (kirmizi-yesil) ve b* (sari-mavi) parametreleri tespit
edilmistir. Renk farkliliklarim1 (AE*) hesaplamak igin asagidaki denklem (3.7)
kullantlmistir.

AE* = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]"2 (3.7)
Hue = tan™! (b*/a*)
Chroma = [(a*)? + (b*)4]"2

Burada AL*, Aa* ve Ab*, sirasiyla Cizo ile hidrolizatlar arasindaki L*, a* ve b*

farklaridir. Her numunenin ti¢ kez L*, a* ve b* degerleri dl¢iilmiistiir.

3.2.10. Antioksidan Aktivite Tayini

Ceviz unu hidrolizatlarinin DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesinin
belirlenmesi, genellikle literatiirde yer alan standart yontemlerin kiigiik modifikasyonlarla
uygulanmasiyla gergeklestirilmistir. Bu analiz, Dara ve ark. (2020) yontemine dayali
olarak, kiiciik degisikliklerle uygulanmistir. Hidrolizat fraksiyonlarindan farkl
konsantrasyonlarda (20, 25 ve 30 mg/mL) hazirlanmis soliisyonlardan 1,5 mL alinmis ve
tizerine metanolde hazirlanmis 0,2 mM DPPH ¢ozeltisinden 1,5 mL eklenmistir. Karisim,
vorteksle (Velp ZX3 Vortex Mixer, Usmate (MB), Italy) yiiksek hizda iyice
kanigtirllmistir. Soliisyon, oda sicakliginda 20 dakika siireyle karanlikta bekletilmistir.
Kontrol numunelerinde soliisyon yerine saf su kullanilmistir.  Absorbans,
spektrofotometreyle (Shimadzu UV-1800, Tokyo, Japan) 517 nm dalga boyunda
okunmustur. Diisiik absorbans degeri, yliksek radikal siiplirme aktivitesi gosterdigini
isaret etmektedir. DPPH radikal siipiirme aktivitesi, asagidaki esitlikle (3.8)

hesaplanmistir:
DPPH aktivitesi (%) = [1-AbSsmek/ AbSkontro] X100 (3.8

3.2.11. istatistiksel Analiz

Sonuglar, her analiz i¢in ortalama veya ortalama =+ standart sapma olarak ifade
edilmistir. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA), numuneler arasindaki anlamli
farkliliklart (p < 0,05) test etmek amaciyla JMP Pro 18 yazilimi kullanilarak
gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde i¢ ceviz yan tiriinlerinden elde edilen protein hidrolizatlar1 tizerinde
hidroliz derecesi, toplam protein igerigi, emiilsiyon ozellikleri, koplk olusturma
kapasitesi, yag baglama kapasitesi, protein yapisi, renk 6zellikleri ve antioksidan aktivite
tayini analizleri gerceklestirilmis elde edilen veriler tablo ve grafikler seklinde detayl
olarak sunulmustur. Bulgular, liratiirdeki mevcut verilerle karsilastirilarak 6nemi tizerine
degerlendirilecektir.

4.1.Hidroliz Derecesi (%0)

Calismamizda ceviz hidrolizatlarinin hidroliz dereceleri %2.63 ile %22.59
arasinda degigsmektedir. Alcalase enzimiyle elde edilen hidrolizatlarin hidroliz derecesi,
%6,54-14,57 arasinda, Favourzyme® ile elde edilen hidrolizatlarin hidroliz derecesi,
%2,63-%9,60 arasinda, savinase enzimi ile elde edilen hidrolizatlarin hidroliz derecesi
ise %11,08-%22,59 arasinda degismektedir. En yiiksek hidroliz derecesi, savinase
hidrolizatlarindan elde edilirken en diisiik deger Favourzyme® hidrolizatlarindan elde
edilmistir.

Hidroliz derecesi (HD), 6zellikle bitkisel proteinlerin proteoliz siirecini izlemek
ve enzimatik hidrolizle olusan peptitlerin boyutunu tahmin etmek i¢in kullanilan 6nemli
bir parametredir. HD, proteinin peptitlere ve serbest aminoasitlere pargalanma derecesini
Olgerek besinsel ve iglevsel ozelliklerin artirilmasini saglar. pH degeri, sicaklik, siire ve
enzim konsantrasyonu gibi faktorler, hidroliz derecesini onemli 6l¢iide etkileyebilir
(Tekle, 2022). Ceviz unu hidrolizatlarina ait tespit edilen HD, Sekil 4.1°de verilmistir.

Zhang ve ark. (2019) tarafindan protein izolatlarindan alcalase kullanilarak
tiretilen hidrolizatlarda 4-6 saatlik hidroliz siirecinde %20-40 arasinda degisen hidroliz
derecesi tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise 120 dakikalik siire sonunda %14,57 hidroliz
derecesi ile yakin bir sonug elde edilmistir.

Benzer sekilde, flavorzyme enzimi ile gergeklestirilen hidroliz islemlerinde 180
dakikalik bir siire sonunda %15-30 arasinda degisen hidroliz dereceleri elde edilmistir
(Chen ve ark., 2013). Bu sonuglar ¢alismamizda ki, 120 dakikalik flavorzyme igin elde
edilen %9,60’lik maksimum hidroliz derecesi ile uyumlu olup, flavorzyme’nin daha kisa
stireli hidroliz islemlerinde daha diisiik bir etkinlik gdsterdigini ortaya koymaktadir.

Zhang ve ark. (2022) tarafindan yapilan bagka bir c¢alisma, favinase enzimi
kullanilarak bitkisel proteinlerin hidrolizi incelenmis ve bu enzimin yiiksek hidroliz
derecesi sagladigi ve proteinlerin biyoaktif Ozelliklerini artirdigi ortaya konmustur.

Calismada, savinase enzimi 4—6 saatlik hidroliz siirecinde %30-50 arasinda hidroliz
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derecesi elde edildigi sonuglari goriilmistiir. Calismamizda elde edilen hidroliz
dereceleri, Zhang ve ark. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada savinase enziminin yiiksek
hidroliz derecesi sagladigini ve proteinlerin biyoaktif 6zelliklerini artirdigini ortaya
koyan bulgularla uyumludur.

Ayrica Sekil 4.1°de goriildigii iizere hidroliz stiresi arttik¢a hidroliz derecesinin
de arttign gozlemlenmistir. Ozellikle ilk 30 dakikalik siiregte hidroliz hizinin olduk¢a
yiiksek oldugu, sonrasinda ise hizda belirgin bir azalma oldugu anlasilmaktadir. Bu
durum, kullanilan enzim 06zelliklerinin yani sira substrat tiikenmesi ve reaksiyon
triinlerinin enzimin aktif bolgesine baglanarak katalitik mekanizmalari olumsuz

etkileyebilmesinden kaynaklanabilir (Tekle, 2022).
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Sekil 4.1. Ceviz Unu Hidrolizatlarinin Hidroliz Derecesi

4.2. Protein Miktarlar

Yapilan analizde, ceviz ununun protein igerigi %42,00 (Nx6,25) olarak
belirlenmistir. Bu deger, literatiirde rapor edilen %38-45 araligindaki degerlerle
uyumludur (Zhu ve ark., 2006; Fan ve ark., 2022). Fan ve ark. (2022) tarafindan yapilan
bir ¢alismada ceviz ununun protein igerigi %40 civarinda tespit edilmistir ve bu ¢alismada
elde edilen protein miktariyla tutarlilik gostermekte ve kullanilan yontemlerin
giivenilirligini desteklemektedir. Izolasyon islemi sonrasinda protein oran1 %72,38’e
yiikselmistir, bu da protein izolasyonunun basarili bir sekilde gergeklestigini

gostermektedir.
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4.3 Emiilsiyon Ozelliklerine iliskin Sonuclar

Ceviz unu hidrolizatlariin EAI degerleri Sekil 4.2°de sunulmustur. En yiiksek
EAI degeri flavorzyme ile elde edilen Cfla grubunda (~300 m?/g), en diisiik EAI degeri
ise alcalase ile elde edilen Calc grubunda (~75 m%g) gézlemlenmistir. Savinase enzimi
ile elde edilen Csav grubunun EAI degeri (~150 m?/g) ise orta diizeyde kalmistir. Cfla
enzim hidrolizi degeri istisna olmakla beraber hidrolize ceviz proteinlerinin EAI degerleri
de diismektedir ve her bir hidrolizat grubu ile o gruba ait peptid fraksiyonlarinin EAI
degerleri arasinda istatistiksel anlamda Onemli bir fark bulunmaktadir (p <0.05).
Dolayisiyla enzimatik hidroliz isleminin, Cizo’dan hidrolizle iiretilen hidrolizatlarin, Cfla
hari¢ olmak iizere emdiilsiyon aktivitesini onemli Olc¢lide azalttigi goriilmektedir.
Emiilsiyon Aktivite Indeksi (EAI) degerleri, proteinlerin molekiiler agirlig1 ve amfifilik
yapilariin emiilsiyon olusturma kapasitesi lizerindeki etkisini degerlendirmek acisindan

onemli bir gostergedir (Tekle, 2022).

N
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Sekil 4.2. Ceviz Hidrolizatlarinin Emiilsiyon Aktivite Indeksi Degerleri

Veriler, li¢ paralelin ortalamasi + SD olarak ifade edilmistir. Farkli harfler, numuneler arasindaki istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar gostermektedir (p < 0,05). Cizo: Ceviz unu izolati, Calc: Ceviz alcalase hidrolizati, Cfla: Ceviz flavourzyme hidrolizati,
Csav: Ceviz savinase hidrolizati.

Yiiksek yiizey hidrofobikligi oOzelliklerine sahip olan ve yiiksek molekiiler
agirlikli peptitlerin daha fazla bulunmasi, emiilsiyon 6zelliklerinin iyilesmesine katkida
bulunmaktadir. Bu ¢caligmada, Cfla fraksiyonunun Calc fraksiyonuna kiyasla daha yiiksek
emiilsiyon aktivitesi sergiledigi gdzlemlenmistir. Bunun nedeni, kisa zincirli peptitlerin

yiiksek kararlilik gostermelerine ve araylizde hizla adsorbe olmalarina ragmen, yeterli
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diizeyde amfifilik o6zelliklere sahip olmamalaridir. Dolayisiyla, bu tiir peptitler, daha
biiyiik molekiiler agirliga sahip polipeptitler gibi araylizde agilip yeniden yonlenme
yetenegi gosteremedikleri i¢in, arayliz gerilimini azaltmada daha az etkilidirler (Vasquez
ve ark., 2022).

Ceviz unu izolat ve hidrolizatlarinin emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) degerleri
Sekil 4.3’te verilmistir. ESI degerleri 16,44 dk ile 19,48 dk araliginda degismektedir.
ESI’da en yiiksek deger Calc protein fraksiyonuna aitken, en diisiik deger Csav protein
fraksiyonundan elde edilmistir. Tiim protein fraksiyonlarinin ESI degerleri yaklagik
olarak birbirine yakindir ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemektedir
(p>0.05). Bu durum, ceviz unu hidrolizatindaki protein fraksiyonlarinin emiilsiyon

stabilitesine katkilarinin benzer oldugunu gostermektedir (Tekle, 2022).
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Sekil 4.3. Ceviz Hidrolizatlarinin Emiilsiyon Stabilite Indeksi Degerleri

Veriler, li¢ paralelin ortalamasi+SD olarak ifade edilmistir. Farkli harfler, numuneler arasindaki 6nemli istatistiksel farkliliklar
gostermektedir (p <0.05). Cizo: Ceviz unu izolati, Calc: Ceviz alcalase hidrolizati, Cfla: Ceviz Favourzyme® hidrolizati, Csav: Ceviz
savinase hidrolizat

Hidroliz derecesi ile EAI ve ESI arasindaki iliski incelendiginde, hidroliz
derecesinin proteinlerin molekiiler yapisini ve ylizey 6zelliklerini degistirerek emiilsiyon
aktivitesi lizerinde 6nemli bir rol oynadig1 goriilmektedir. EAI ve ESI degerleri literatiirde
bildirilen bulgularla karsilastirildiginda, flavorzyme enziminin diistik hidroliz derecesine
ragmen yliksek EAI degerleri saglamasi, literatiirde flavorzyme’nin proteinlerin yiizey

aktif 6zelliklerini iyilestirdigini belirten ¢caligsmalarla uyumludur.
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Omegin, Chen ve ark. (2011), flavorzyme ile hidroliz edilen soya protein
izolatlarinin emiilsiyon aktivitesini artirdigini ve bu etkinin daha kiiciik peptitlerin yag-
su ara ylizeyinde daha kolay yerlesmesiyle iliskili oldugunu gostermistir.

Savinase enzimi ile elde edilen orta diizeydeki EAI degeri, bu enzimin yiiksek
hidroliz derecesine ragmen proteinlerin yiizey aktif 6zelliklerini flavorzyme kadar etkili
bir sekilde artirmadigini gostermektedir. Calismamizda ki bulgular gostermistir ki
savinase enzimi en yiiksek hidroliz derecesine (%22,59) sahip olmasina ragmen Csav
grubunun EAI degeri flavorzyme ile elde edilen Cfla grubuna kiyasla daha diisiik
kalmistir. Benzer sekilde, Zhang ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, savinase
ile hidroliz edilen proteinlerin, yliksek hidroliz derecesi nedeniyle daha kiigiik peptitlere
ayrildig1 ve bu durumun yiizey aktif 6zelliklerde azalmaya neden oldugu belirtilmistir.

Bulgular da gostermistir ki hidroliz derecesi, proteinlerin molekiiler yapisini ve
yiizey Ozelliklerini degistirerek emiilsiyon aktivitesi iizerinde dnemli bir rol oynarken,
emiilsiyon stabilitesi lizerindeki etkisi daha sinirli kalmaktadir. Savinase enzimi yiiksek
hidroliz derecesi saglarken, flavorzyme enzimi diistik hidroliz derecesine ragmen yiiksek
EAI degeri sunarak yiizey aktif 6zelliklerde bir avantaj saglamistir. Ancak, ESI degerleri

acisindan hidroliz derecesinin etkisinin sinirli oldugu goriilmektedir.

4.4. Kopiik Olusturma Kapasitesi ve Stabilitesi

Calismamizda, ceviz izolat1 ve hidrolizatlarina ait kopiik kapasitesi ve stabilitesi
sonuglar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Koplik olusturma kapasitesi degerleri %45,99 ile
%79,46 arasinda degisim gostermistir ve en yliksek kapasite, savinase enzimi ile hidrolize
edilen Csav fraksiyonunda tespit edilmistir. Buna karsin, en diisiik kopiik olusturma Cizo
fraksiyonunda gozlemlenmistir. Elde edilen veriler, enzimatik hidroliz uygulamasinin
kontrol 6rnegi olan ceviz protein izolatina kiyasla kopiik olugturma kapasitesini 6nemli
Olctide artirdigini gostermistir. Kopiik stabilitesi degerleri 10, 20 ve 30. dk sonunda tespit
edilmistir. Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi, proteinlerin yiizey aktif 6zellikleri
ve molekiiler yapilari ile yakindan iligkilidir. Caligmamizda, ceviz protein izolat1 ve farkl
enzimatik  hidrolizatlarinin ~ kopiikk  olusturma  kapasiteleri ve  stabiliteleri
degerlendirilmistir. Her {i¢ siire sonunda da en yiiksek kopiik stabilitesi Favourzyme®
(Cfla) hidrolizatlarinda bulunurken en diisiikk deger 10 ve 20. dk sonuda Cizo ve 30. dk
sonuda ise Calc numunelerinde tespit edilmistir. Ayrica siire uzadikca kopiik

stabilitesinde onemli bir azalma oldugu goriilmektedir.
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Kopiik kapasitesi ve stabilitesi, proteinlerin molekiiler agirligi ve yapisal
biitiinliigl ile dogrudan iliskilidir. Daha biiyiik molekiiler agirliga sahip proteinler, hava-
su arayiiziinde daha giiclii ve stabil bir film olusturarak kopiik stabilitesini artirirken,
kiiciik peptitler bu stabiliteyi saglamada yetersiz kalmaktadir. Bu durum, hidrofobik
amino asitler acgisindan zengin olan protein fraksiyonlarinin, yilizey aktif 6zelliklerini
artirarak hava-su arayliziinde daha etkili bir film olusturdugunu ve dolayisiyla kopiik
olusumunu destekledigini ortaya koymaktadir (Van der Ven ve ark., 2002; Martinez ve
ark., 2009; Delahaije ve Wierenga, 2022).
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Sekil 4.4.Ceviz izolat ve Hidrolizatlar1 Képiik Olusturma Kapasite ve Stabilite

Degerleri

Veriler, ii¢ paralelin ortalamasi+SD olarak ifade edilmistir. Farkli harfler, numuneler arasindaki onemli istatistiksel farkliliklar
gostermektedir (p <0.05). Cizo: Ceviz unu izolati, Calc: Ceviz alcalase hidrolizati, Cfla: Ceviz flavourzyme hidrolizati, Csav: Ceviz
savinase hidrolizat1.

Kopik olusturma kapasitesindeki bu durum, literatiirdeki soya protein
hidrolizatlar1 ve yumurta aki proteinleri iizerine yapilan c¢alismalarla paralellik
gostermektedir. Ornegin, Martinez ve ark. (2009) tarafindan yapilan galigmada,
hidrofobik amino asitlerin zengin oldugu fraksiyonlarin kopiik kapasitesini arttirdigi
belirtilmistir. Benzer sekilde Jin ve ark. (2023) tarafindan yumurta aki proteinleri lizerine

yapilan ¢aligmada, hidrofobik amino asitlerin kopiik olusumu ve stabilitesini artirdigi
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vurgulanmistir. Calismamizda elde edilen bulgular bu literatiir verileri ile uyumlu
sonuglar ortaya koymustur. Dimitrijev-Dwyer ve ark. (2012) ile Makinen ve ark. (2014)
tarafindan yapilan c¢alismalarda da enzimatik hidroliz islemi, proteinlerin molekiiler
agirh@ini azaltmis ve yapisal biitlinligiinii bozarak yiizey aktif 6zelliklerini zayiflatmis
ve kopiik stabilitesini olumsuz etkilemistir. Ozellikle kiigiik molekiiler agirlikli peptitlerin
hava-su arayiiziinde yeterince giiglii bir tabaka olusturamadigi ve bu durumun kopiigiin
zamanla ¢okmesine neden oldugu tespit edilmistir. Kopiik olusumu ve stabilitesi yalnizca
proteinlerin molekiiler 6zelliklerinden degil, ayn1 zamanda ¢evresel faktorlerden de
etkilenmektedir. Literatiirde, pH ve iyonik kuvvet gibi faktorlerin proteinlerin yiizey aktif
ozelliklerini ve koplk olusturma kapasitelerini 6nemli olgiide etkiledigi belirtilmistir.
Ornegin, hardal protein izolatinda pH degisimlerinin yiizey hidrofobisitesini etkiledigi ve
kopiik olusturma kapasitesini artirdigi gozlemlenmistir (Aider ve ark., 2012; Kolpakova
ve ark., 2024). Benzer sekilde, yulaf proteinlerinde pH 7'de olusan hidrofobik tabakanin
kopiik stabilitesini artirdig belirtilmistir (Briickner-Giihmann ve ark., 2018).

4.5. Yag Baglama Kapasitesi

Ceviz unu protein hidrolizatlarinin yag baglama kapasitesi Sekil 4.5°te verilmistir.
Yag baglama kapasitesi degerleri 3.33+0.09 ile 4.41+0.14 mL yag/g protein arasinda
degismektedir. En yiiksek yag baglama kapasitesi Csav numunesinde belirlenirken en
diisiik deger Cizo numunesinde tespit edilmistir. Ceviz izolatina kiyasla enzimatik
hidrolizin tiim hidrolizat numunelerinde yag baglama kapasitesini énemli diizeyde
arttirdig1 goriilmektedir (p <0.05). Ozellikle de Calc, Cfla ve Csav peptid fraksiyonlari
1yl bir yag baglama kapasitesi sergilemis; enzimatik hidroliz islemi protein yapisin
degistirerek hidrofobik bolgelerin agia ¢cikmasini saglamis ve yag molekiillerine daha iyi
baglanma durumunu olusturmustur (Razali ve ark., 2015).

Zhang ve ark. (2022) calismasinda, bitki protein hidrolizatlarinin islevselligini
artirmak i¢in alkalaz, Favourzyme® ve papain gibi proteazlar kullanmis ve bu enzimlerin
yag baglama kapasitesi iizerindeki etkileri incelenmistir; soya proteini, alkalaz enzimi ile
en yiiksek yag baglama kapasitesi (4,8+0,2 mLyag protein) gosterirken bezelye
proteininden daha diisiik yag baglama kapasitesi (4,3+0,1 mLyag/g protein) degeri elde
edilmistir.

Calismamizda elde edilen hidrolizat numunelerinden literatiire uyumlu sonuglar
elde edilmistir. Ayrica sonuglar, susam kiispesi ve hamsi isleme atiklarindan elde edilen

protein hidrolizatlar1 gibi farkli kaynaklardan elde edilen hidrolizatlarin yag baglama
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kapasitesi iizerine yapilan calismalarla benzerlik gostermektedir (Demirhan Yilmaz,
2012; Kog, 2016). Molekiil agirliginin diismesine neden olan yiiksek hidroliz derecesi,
daha az yag emilimi nedeniyle yag baglama kapasitesinin diismesine sebep olur (Honrado
ve ark., 2024). Ayrica asir1 hidrolizin, protein yapisinin biitiinligiinii tehlikeye attig1 ve

yag1 hapsetmek i¢in olusturulan protein aginin bozulmasina neden oldugu belirtilmistir
(Hu ve ark., 2013).
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Sekil 4.5. Ceviz Izolat ve Hidrolizatlarinin Yag Baglama Kapasitesi

Veriler, ii¢ paralelin ortalamast + SD olarak ifade edilmistir. Farkli harfler, numuneler arasindaki 6nemli istatistiksel farkliliklar
gostermektedir (p <0.05). Cizo: Ceviz unu izolati, Calc: Ceviz alcalase hidrolizati, Cfla: Ceviz Favourzyme® hidrolizati, Csav: Ceviz
savinase hidrolizat1.

4.6. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi Sonuglari

Ceviz izolat ve hidrolizatlarinin FTIR spektrumlar1 ve amide I, II velll bolgeleri
Sekil 4.6’da verilmistir. Amide I bandi, genellikle C=0 ve C-N gerilme titresimlerinden
kaynaklanir ve bu bolgedeki absorbsiyon, infrared spektroskopi kullanilarak proteinlerin
sekonder yapisinin belirlenmesinde 6énemli bir rol oynar.

Bu ¢alismada, Amide I bandinin dalga sayis1 Cizo 1637 cm™, alcalase 1644 cm™,
Cfla ise 1643 cm™, Csav 1646 cm™' aralifinda tespit edilmistir. Amide II band1 ise N—H
gruplarmin  biikiilme titresimleri ve C-N gruplarinin  gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada, Cizo 1534 cm™!, Calc 1548 cm™, Cfla 1537 cm ™, Csav
ise 1558 cm™ araliginda gozlenmistir. Amide III bandi, glisin omurgasi, prolin yan
zincirleri ve CH: gruplarinin titresim gerilmeleri ile amid baglarindan kaynaklanan C—N

germe titresimleri ve N-H deformasyonu arasindaki kombinasyon piklerini igerir (Tekle,
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2022). Calismamizda Amide III band1 Cizo 1231 cm™, Calc 1234 cmt, Cfla 1234 cm™?,
Csav ise 1236 cm™ araliginda tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
ceviz unundan protein izolasyonun basarili bir sekilde gergeklestigini ve ilgili piklerin net
bir sekilde ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bulgular Zhang ve ark. (2022) tarafindan yapilan
calismada elde edilen sonuglar ile uyum gostermektedir. Bu durum ¢aligmanin literatiire

uygunlugunu desteklemektedir.
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Sekil 4.6. Ceviz Izolat ve Hidrolizatlarmin FTIR spektrumlari

Veriler, li¢ paralelin ortalamasi+SD olarak ifade edilmistir. Farkli harfler, numuneler arasindaki 6nemli istatistiksel farkliliklari
gostermektedir (p <0.05). Cizo: Ceviz unu izolati, Calc: Ceviz alcalase hidrolizati, Cfla: Ceviz Favourzyme® hidrolizati, Csav: Ceviz
savinase hidrolizat

Literatiirde, bitkisel proteinler icin Amide I bandinin genellikle 1600-1700 cm™
araliginda oldugu, soya proteini i¢in 1640-1650 cm™, badem proteini i¢in 1635-1645
cm! ve bezelye proteini i¢in 1642 cm™ oldugu rapor edilmistir. Amide II bandi i¢in bu
araligin genellikle 1500-1600 cm™ oldugu belirtilmis, soya proteini i¢in 1540-1550 cm™,
badem proteini i¢in 1535-1545 cm™ ve bezelye proteini i¢in 1542 cm™ oldugu
bildirilmigtir. Caligmalarda, Amide III bandinin genellikle 1200-1300 cm™ araliginda
oldugu, soya proteini i¢cin 1230-1240 cm™', badem proteini i¢in 1230-1235 cm™ ve
bezelye proteini igin 1234 cm™! oldugu rapor edilmistir (Jackson ve Mantsch, 1995;
Krasteva ve Barth, 2007;; Mékinen ve ark., 2016; Kadam ve ark., 2017). Bu durum, ceviz
proteininin izolasyon ve hidroliz islemleri sirasinda yapisal biitiinligiinii korudugunu ve
FTIR analizinin proteinlerin sekonder yapisini degerlendirmede giivenilir bir yontem

oldugunu gostermektedir. Amide I, II ve III bolgelerinde gdzlenen net pikler, proteinlerin
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yapisal biitlinliiglinlin bozulmadigint géstermektedir. Bu durum, ceviz proteininin gida
endiistrisinde potansiyel bir protein kaynagi olarak kullanilabilecegini ve fonksiyonel

protein bazli Uiriinlerin gelistirilmesine katki saglayabilecegini isaret etmektedir.

4.7. izolat ve Hidrolizatlarinin Renk Ozellikleri

Bu ¢alismada ceviz izolat ve hidrolizatlarinin renk 6zellikleri L*, a*, b*, Chroma
ve Hue degerleri kullanilarak analiz edilmistir. Ozellikle Cfla 6rneginin L* degeri
(50.12+0.90), diger orneklerden belirgin sekilde yiiksek bulunmustur. Csav ornekleri,
42.65+0.19 L* degeri ile daha diisiik parlaklik gostermistir. Bu fark, islem tiirliniin protein
yapist iizerindeki etkisini yansitmaktadir. Numunelerin a* degerleri 6.06+0.18 ile
9.36+0.12 arasinda; b* degerleri 19.29+0.15 ile 22.32+0.12 arasinda; Chroma degerleri
ise 20.45+0.09 ile 24.21+0.16 arasinda degismekte olup aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). AE degerlerinde ise Cfla’nin anlamli bir farklilik
gosterdigi goriilmektedir (Tablo 4.1). Gida kalitesini belirleyen temel 6zelliklerinden biri
de gidanin rengidir. Gidalarin renk 6zellikleri L*, a*, b* veya doygunluk (Chroma) ve
ton acis1 (Hue) degerleriyle ifade edilmektedir. Bu ¢aligmada ceviz izolat ve hidrolizat
tozlarinin renk analizi degerleri Tablo 4.1’de verilmistir. Sze-Tao (1996) ceviz
proteinlerinin renk 6zelliklerini incelerken, L* degerlerinin 40-50 araliginda oldugunu

bildirmistir.

Tablo 4.1. Ceviz Izolat ve Hidrolizatlarmin Renk Analizi Degerleri

Numune L* a* b* AE Chroma Hue
Cizo 44.4+0.942 7.36+0.07*  20.46+0.31* - 21.74+0.278  70.21+0.422
Calc 43.15£1.03%2  6.79£0.15>  19.29+0.15° 1.95+0.87%  20.45+0.09°  70.6+0.542
Cfla 50.12£0.90°  6.06+0.18°  21.51£0.21°  5.96+0.43°>  22.35+0.22¢  74.25+0.42°
Csav 42.65£0.198  9.36+0.12¢  22.32+0.12¢  3.35+0.31°  24.21+0.16°  67.25+0.16°

Veriler, ti¢ paralelin ortalamasi=SD olarak ifade edilmistir. Ayni sutundaki farkli harfler, numuneler arasindaki énemli istatistiksel
farkliliklart gostermektedir (p <0.05). Cizo: Ceviz unu izolati, Calc: Ceviz alcalase hidrolizati, Cfla: Ceviz Favourzyme®
hidrolizati, Csav: Ceviz savinase hidrolizati.

Bu sonug, calismamizda elde edilen L* degerleri (42.65+0.19 ile 50.12+0.90) ile
uyumludur. Parlaklik degerleri (L*), ceviz hidrolizatlarinin islem tiiriine bagl olarak
degiskenlik gostermistir. Bu durum, enzimatik hidroliz isleminin protein yapisi

tizerindeki etkisiyle agiklanabilir. Bu sonuglar, enzimatik hidrolizin yapisal
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modifikasyonlar1 tetikleyerek renk profillerinde belirgin degisimlere yol agtigini

gostermektedir (Derkach ve ark., 2022).

4.8. Antioksidan Aktivite Diizeyleri
DPPH, 517 nm'de giiclii bir emilim bandi veren kararli bir radikaldir. DPPH

radikalleri antioksidan gibi proton veren bir substratla karsilastiginda, radikaller
temizlenir ve emilim azalir (Ramezanzade ve ark., 2018). Cizo, Calc ve Cfla
numunelerinin DPPH radikal siipiirme aktiviteleri Sekil 4.7’de verilmistir. Ancak Csav
numunesinde antioksidan aktivite tespit edilememistir. DPPH radikal giderme aktivitesi,
% 4,94 ile % 67,54 araliginda degismektedir. En yiiksek DPPH aktivitesi Cizo

numunesine aitken, en diisiik deger Calc numunesinde dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.7. Ceviz Izolat ve Hidrolizatlarmin DPPH Aktivitesi

Veriler, {i¢ paralelin ortalamasi=SD olarak ifade edilmistir. Ayni sutundaki farkli harfler, numuneler arasindaki 6nemli istatistiksel
farkliliklar1 gostermektedir (p <0.05). Cizo: Ceviz unu izolati, Calc: Ceviz alcalase hidrolizati, Cfla: Ceviz Favourzyme® hidrolizati,
Csav: Ceviz savinase hidrolizati.

Cizo numunesinin tiim konsantrasyonlarda en yiiksek aktiviteyi gdstermesi, bu
numunenin giiclii bir antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir. Cfla
numunesi ise orta derecede bir aktivite sergilerken, Calc numunesi en diisiik aktiviteye
sahip olmustur. Cizo'nun yapisinda bulunan fenolik bilesikler veya diger antioksidan
molekiiller, bu yiiksek aktivitenin temel nedeni olabilir. Ayrica, konsantrasyon arttik¢a

aktivitenin artmasi, Cizo'nun antioksidan etkisinin doza bagli oldugunu ortaya
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koymaktadir. Calc numunesi ise %4,94 ile %23,59 arasinda degisen en diisik DPPH
radikal siipiirme aktivitesine sahiptir.

Yapilan analizlerde, Calc numunesinin en diisik DPPH radikal siipiirme
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Konsantrasyon artisiyla birlikte gozlenen
aktivitedeki ~ azalma, Calc numunesinin antioksidan  etkinliginin  yiiksek
konsantrasyonlarda distiigiinii gostermektedir. Bu durum, Calc bilesimindeki aktif
bilesenlerin yiiksek konsantrasyonlarda etkinliklerini kaybetmesi veya toksik etkilerin
ortaya ¢ikmasi ile iliskilendirilebilir. Elde edilen bulgular, Liu ve ark. (2019) tarafindan
Alcalase enzimi kullanilarak hazirlanan protein hidrolizatlarinin %50 DPPH radikal
temizleme aktivitesi sonuglariyla paralellik gostermektedir. Ayrica, Cumby ve ark.
(2008) tarafindan Alcalase enzimi kullanilarak hazirlanan soya protein hidrolizatlarinda
rapor edilen diisiik DPPH radikal temizleme aktivitesi sonuglariyla da uyumludur.

Bu numunenin antioksidan potansiyelinin sinirli oldugunu ortaya koymaktadir.
Cfla numunesi, orta diizeyde bir DPPH radikal siipiirme aktivitesi sergilemistir. Cfla
numunesi ise konsantrasyona bagli olarak dalgali bir seyir izlemis, bu durum numunenin
bilesimindeki aktif bilesenlerin farkli 6zelliklere sahip olabilecegini ortaya koymustur.
Chen ve ark. (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Favourzyme® ile hidrolize edilen
ceviz protein hidrolizatinin DPPH radikal siiplirme aktivitesi %69.07 olarak ol¢tilmiistiir.
Favourzyme® ile elde edilen hidrolizatlar, diger enzimlerle (6rnegin Alcalase, Protamex)
karsilagtirildiginda, DPPH radikal siiplirme aktivitesi agisindan daha yiiksek performans
gostermistir. Bu durum, Favourzyme®'in antioksidan peptit tiretiminde etkili bir enzim
oldugunu ortaya koymaktadir (Fan ve ark., 2022; Liu ve ark., 2023). Calismamizda daha
diisiik sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.7).
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4. SONUC VE ONERILER

Ceviz protein hidrolizatlarinin tiretimi ve Ozelliklerinin belirlenmesi {izerine
yapilan bu ¢alisma, i¢ ceviz atiklarinin fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklere sahip yiiksek
katma degerli trtinlere dondstiiriilebilecegini gostermektedir. Savinase, alcalase ve
Favourzyme® enzimleri kullanilarak gergeklestirilen enzimatik hidroliz islemleri,
proteinlerin molekiiler yapisini degistirerek biyoaktif peptitlerin olusumunu desteklemis
ve bu peptitlerin fonksiyonel gida uygulamalari i¢in uygunlugunu ortaya koymustur.
Hidroliz derecesi, enzim tiirline ve siireye bagl olarak degisiklik gostermistir. En yiiksek
hidroliz derecesi savinase enzimi ile olarak tespit edilmistir. Bu durum, savinase
enziminin ceviz proteinlerinin pargalanmasinda yiiksek etkinlik gosterdigini ortaya
koymaktadir.

Fonksiyonel ozellikler agisindan, ceviz protein hidrolizatlarinin emiilsiyon
aktivite indeksi (EAI) ve koplik olusturma kapasitesi gibi ozellikleri dikkat ¢ekmistir.
Favourzyme® enzimi ile hidrolize edilmis drnekler, en yiiksek emiilsiyon aktivitesine
ulasirken, kopiik olusturma kapasitesi acisindan savinase enzimi en iyi sonuglari
vermistir. Bunun yani sira, yag baglama kapasitesinde de dnemli artiglar gézlemlenmistir.
Yag baglama kapasitesi, 6zellikle diisiik hidroliz derecesine sahip drneklerde daha yiiksek
bulunmus ve bu durum, diisiik molekiiler agirlikli peptitlerin yag tutma kapasitesini
artirdig literatiirle uyumlu bir sekilde dogrulanmaigtir.

Antioksidan aktivite analizleri, ceviz protein hidrolizatlarinin serbest radikal
giderme kapasitesini ortaya koymustur. DPPH analizinde, 6zellikle Cizo 6rnegi yiiksek
bir antioksidan aktivite gostermistir. Bu durum, Cizo’nun fenolik bilesikler ve hidrofobik
amino asitler agisindan zengin oldugunu diisiindiirmektedir. Bu yapisal degisiklikler,
peptitlerin antioksidan aktivitelerini artirmada etkili olmustur.

Bu caligmanin sonuglari, ceviz protein hidrolizatlarinin hem akademik hem de
endiistriyel alanda genis bir potansiyele sahip oldugunu gdstermektedir. 1k olarak, ceviz
protein hidrolizatlarinin gida endiistrisinde fonksiyonel bilesenler olarak kullanilmasi
onerilmektedir. Ozellikle, yiiksek emiilsiyon aktivitesine sahip Favourzyme®
hidrolizatlari, soslar, mayonez gibi emiilsiyon gerektiren iriinlerde kullanilabilir.
Savinase ile elde edilen hidrolizatlar ise kopiik olusturma kapasitesi yliksek oldugu i¢in
icecek ve tath endiistrisinde degerlendirilebilmektedir. Ayrica, yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip Cizo fraksiyonu, fonksiyonel gidalar ve farmasétik iiriinlerde dogal

antioksidan kaynagi olarak kullanilabilir.
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Hidroliz siireglerinin optimizasyonu, istenilen fonksiyonel Ozelliklere gore
yapilmalidir. Kopiik kapasitesini artirmak igin savinase, emiilsiyon 6zelliklerini
gelistirmek i¢in Favourzyme® tercih edilebilir. Bunun yani sira, hidroliz islemlerinin
endiistriyel ol¢ekte uygulanabilirligi incelenmeli ve ekonomik fizibilite ¢alismalari
yapilmalidir. Ozellikle, kullanilan enzimlerin maliyeti ve enerji tiiketimi gibi faktdrler
g6z onilinde bulundurularak siirdiiriilebilir bir {iretim siireci tasarlanmalidir.

Ceviz protein hidrolizatlarinin biyolojik aktiviteleri {izerine daha fazla arastirma
yapilmas1 gerekmektedir. Ozellikle, antienflamatuar, antihipertansif ve noroprotektif
etkiler gibi potansiyel saglik yararlarinin arastirilmasi 6nemlidir. Ayrica, peptitlerin
molekiiler yapilarinin antioksidan aktiviteleri iizerindeki etkilerini anlamak igin ileri
diizey molekiiler doku analizleri yapilmalidir.

Son olarak, i¢ ceviz atiklarinin degerlendirilmesi, gevresel siirdiiriilebilirlige katk1
saglayacak ve atik yonetimi problemlerini azaltacaktir. Bu nedenle, ceviz protein
hidrolizatlarinin iiretimi, yalnizca ekonomik kazang saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda
cevresel faydalar da sunacaktir. Bu baglamda, ceviz protein hidrolizatlarinin daha genis
bir uygulama alanina sahip olmasi i¢in hem akademik hem de endiistriyel is birligi tegvik

edilmelidir.
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