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OZET
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NAR PROTEINI BiYOAKTIF PEPTITLERI iLE ZENGINLESTIRILMIiS HIDROJEL
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Tez Damisman: Prof. Dr. MEHMET KARAASLAN
Yil: 2024, Sayfa : 50

Bu tez ¢alismasinda nar ¢ekirdegi proteininden elde edilen biyoaktif peptitlerin (NCP) ve keciboynuzu
gaminin fonksiyonel 6zellikleri gelistirilmis, biyolojik olarak aktif, mekanik olarak direngli hidrojel
iiretiminde kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmistir. Laboratuvar 6lcekli bir soguk
presleme makinesi kullanilarak yagsiz nar g¢ekirdegi posasi elde edilmistir. Nar g¢ekirdeklerinden
protein ekstraksiyonu izoelektrik noktaya bagli protein ¢oktiirme yontemi ile gergeklestirilmistir.
Protein peletleri dondurarak kurutma islemi uygulanarak kurutulmus ve nar ¢ekirdegi protein izolatlari
elde edilmistir. Nar ¢ekirdegi protein analizleri olarak dziitleme verimi, kuru madde ve protein miktari
analizleri yapilmigtir. Biyoaktif peptit iiretimi i¢in pepsin ve alkalaz enzimi kullanilarak faz ayrim
saglanip biyoaktif peptit elde edilmistir. Uretilen biyoaktif peptitler ile kegiboynuzu gami belirli
konsantrasyonlarda karistirtlip 5 farkli hidrojel {iretimi gergeklestirilmistir. Farkli oranlardaki
biyoaktif peptitler (%0, %1, %5, %7,5, %10) sabit orandaki ke¢i boynuzu gamu ile karistirilarak farkli
fizikokimyasal ozellikteki hidrojeller elde edilmistir. Biyoaktif peptit konsantrasyonu %0 olan
ornekler kontrol denemesi olarak kabul edilmistir. Uretilen hidrojellerde renk analizleri,
fizikokimyasal analizler, tekstiir analizi, FTIR spektrumlari, SEM goériintiileri ve TGA analizi
yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore biyoaktif peptitler ve keci boynuzu gami interaksiyonlari
belirlenmis ve reolojik dzellikleri bakimidan %7,5 biyoaktif peptit igeren hidrojeller en gelismis
Ozellikleri gostermistir. Mekanik dayanim bakimindan hidrojeller arasindan farkliliklar tespit edilmis
ve %7,5 biyoaktif peptit igeren hidrojeller daha yiiksek dayanimlar gostermistir. Hidrojel 6rnekleri
fonksiyonel ozellikler bakimindan varyasyonlar gostermis ve gastrointestinal sistemdeki salinim
ozellikleri de ayrica incelenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Nar Cekirdegi, Nar Cekirdegi Proteini, Biyoaktif P
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PRODUCTION OF HYDROGEL ENRICHED WITH POMEGRANATE PROTEIN
BIOACTIVE PEPTIDES
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In this thesis, the functional properties of bioactive peptides (BAP) obtained from pomegranate seed
protein and carob gum have been improved, and the potential for their use in the production of
biologically active, mechanically resistant hydrogels has been investigated. A fat-free pomegranate
seed pomace was obtained using a laboratory-scale cold pressing machine. Protein extraction from
pomegranate seeds was carried out using the isoelectric point-based protein precipitation method.
Protein pellets were dried by freeze-drying method, resulting in pomegranate seed protein isolates.
Extraction yield, dry matter, and protein content analyses were performed as pomegranate seed
protein analyses. Bioactive peptide production was achieved by phase separation using pepsin and
alcalase enzymes, resulting in the acquisition of bioactive peptides. The produced bioactive peptides
were mixed with carob gum at specific concentrations to produce 5 different hydrogels. Hydrogels
with different ratios of bioactive peptides (%0, %1, %5, %7.5, %10) were obtained by mixing with a
constant ratio of carob gum. Samples with a bioactive peptide concentration of %0 were considered as
control trials. Color analyses, physicochemical analyses, texture analysis, FTIR spectra, SEM images
and TGA analysis, were conducted on the produced hydrogels. According to the results obtained,
interactions between bioactive peptides and carob gum were determined, and hydrogels containing
%7.5 bioactive peptides exhibited the most advanced properties in terms of rheological characteristics.
Differences were identified among the hydrogels in terms of mechanical strength, with hydrogels
containing %7.5 bioactive peptides showing higher strengths. Hydrogel samples exhibited variations
in functional properties, and the release characteristics in the gastrointestinal system were also
examined.

KEYWORDS: Pomegranate Seed, Pomegranate Seed Protein, Bioact
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GiRiS B. Fidan KORKMAZ YILDIRIM

1. GIRIS

Son yillarda degisen tliketici talepleri, kisisel beslenme tercihleri
(vegan/vejeteryan), artan diinya niifusu gibi bir¢ok nedenle hayvansal kaynakli
proteinlerin yani sira daha az saglik problemlerine ve olumsuz ¢evresel etkilere sahip
olan bitkisel kaynakli proteinler 6nem kazanmaya baslamistir (Cetiner ve ark., 2018).
Insan viicudunun temel yapitas: olan proteinler hem yapisal hem de islevsel olarak
kritik Oneme sahiptirler. Dolayisiyla siirekli olarak beslenme yoluyla insanlar
tarafindan alinmak durumundadirlar. Biyoaktif peptitler proteinlerin proteazlar
tarafindan kismi sindirimleri sonucunda iiretilen, spesifik biyolojik 6zeliklere sahip

olan protein tiirevleridir.

Nar mineral madde, vitamin, polifenol igerigi ve antioksidan etkisi yiiksek
olan bir meyvedir. Nar meyvesinin yaklasik %10’u ¢ekirdekten olusmaktadir. Nar
cekirdekleri tanelerin ayiklanip meyve suyunun ayrilmasi sonucunda ortaya ¢ikan bir
attk irlindiir (Ergin, 2019). Gida sanayisinde meyve posast veya atik olarak
degerlendirilme potansiyeli yiiksek {iriinler, gidalarin besinsel igeriklerinin artirilmasi
amac1 ile yeni saglikli fonksiyonel {iriin liretimi ve ¢evre kirliliginin azaltilip, atik

degerlendirme acisindan énemlidir (Ergin, 2019).

Yapilan c¢alismalar nar c¢ekirdeklerinin protein, yag, besinsel lifler ve
polifenoller acisindan zengin oldugunu ortaya koymustur (Okumus, 2016). Nar
cekirdekleri zengin besleyici igerigi, 6zel beslenme gruplarina uygun olmasi, atik
olarak meyve-sebze isleme tesislerinde agiga ¢ikmasindan dolay1 fonksiyonel gida
bilesenlerinin iiretimine uygun bir hammadde olarak degerlendirilmektedir. Bitkisel
proteinler yaglh tohumlar, bakliyatlar gibi ¢esitli dogal kaynaklardan izole

edilebilmektedirler.

Dogal bitkisel protein kaynaklarindan elde edilen izolatlar ya da konsantreleri,
gosterdigi fonksiyonel oOzelliklere gore gida uygulamalarinda kullanilabilmektedir
(Cetiner ve ark., 2018). Genellikle yaglh tohumlardan protein ekstraksiyonu yikama,
kurutma, kabuklarindan ayirma, yag ve istenmeyen bilesenleri ¢ozgen yardimiyla
uzaklastirma ve daha sonra kurutup parcalanarak toz haline getirilmesi seklinde
gerceklestirilir. Yagli tohumlardan proteinler genellikle alkali ekstraksiyon yontemi
(pH 9,0-11,0) ile ayristirildiktan sonra izoelektrik noktada ¢oktiiriilerek santrifiijleme
ile elde edilir (Cetiner ve ark., 2018). Proteinlerin tekno-fonksiyonel ozellikleri
arasinda su — yag tutma, c¢oziinlirlik, jel olusturma, kopiik olusturma gibi

parametreler sayilabilmektedir.
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Hidrojeller, su igerisinde ¢ozlinmeden sisebilme 6zelligine sahip, capraz bagli,
tic boyutlu ag yapili polimerlerdir (Ulusoy & Dikmen, 2020). Hidrojellerin ii¢
boyutlu yapisi kimyasal baglar, iyonik etkilesimler, hidrojen baglar, fiziksel
etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon
kuvvetleri aracilifiyla gerceklesir. Hidrofobik ve fiziksel etkilesimler jelin sisme
davranmisin1  etkilemekte ve fiziksel etkilesimlerle sentezlenen c¢apraz bagh

hidrojellerin dis ¢evre kosullarindan 6nemli derecede etkilendikleri bilinmektedir.

Hidrojel sentezi; reaksiyonun baslatilmasi, ¢capraz baglanma ve monomerlerin
kanistirilarak capraz bagli ag yapili polimerik zincirlerinin olusmasi yontemine
dayanarak gerceklestirilebilir. Hidrojeller; bir¢ok dis c¢evre kosullarindaki
degisimlere (iyonik siddet, elektromanyetik 1s1ma, pH ve sicaklik gibi) hacimlerini
artinip azaltarak kontrollii bir sekilde tepki vermelerinden dolay1r biyomedikal,
farmasotik, biyoteknoloji ve tarimsal alanda, gida sektoriinde genis kullanim alanlari
bulmustur (Hasgtil, 2013).

Fonksiyonel 6zelligi bakimindan iyi bir hidrojel agirliginin en az %?20’si
kadar su/sivi g¢ekebilmeli, suda ¢6ziinen maddeler igin gegirgen olmali, su ile
etkilestiginde yumusak olmali, mekanik olarak direngli/dayanikli ve biyolojik olarak
aktif olmalidir. Kegiboynuzu gami sahip oldugu gelismis jel olusturma yetenegi ve
mekanik direnci sayesinde daha Onceki c¢alismalarda bitkisel temelli hidrojel
sentezlenmesi amaciyla kullanilmistir (Sener & Hakglider Taze, 2022). Ancak
keciboynuzu gami ile iiretilen hidrojeller fonksiyonellik bakimindan istenilen
ozellikleri sergileyememekte ve pH, sicaklik, iyon siddeti gibi dis etkenlere karsi

gostermis olduklari reaksiyonlar detayli bir sekilde ¢alisilmamaistir.

Bu tez caligmasi1 kapsaminda nar ¢ekirdegi proteininden elde edilen biyoaktif
peptitler keciboynuzu gami ile kombine edilerek hem mekanik 6zellikleri gelismis
hem de fonksiyonel 6zelliklere sahip bir hidrojel {iretimi amaglanmistir. Bunun yani
sira  bu c¢alisma gida sektorii atiklarindan birisi olan meyve atiklarinin
degerlendirilmesi bakimindan 6zgiinliik gostermektedir. Alternatif protein kaynaklari
arasinda sayilabilecek nar ¢ekirdekleri fonksiyonel ve yapisal 6zellikte olan biyoaktif
peptitlerin iiretiminde kullanilmistir. Farkli oranlarda nar biyoaktif peptitleri ile
zenginlestirilmis bitkisel hidrojeller fonksiyonel, biyolojik, tekstiirel ve c¢evresel

etkilesimlere kars1 gosterdikleri reaksiyonlar baglaminda incelenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Son yillarda narin insan saglig1 iizerine olan etkilerini konu alan ¢ok sayida
bilimsel ¢alisma yiiriitilmiistiir. Nar meyvesi hosa giden tat-aromasi ve icerdigi
onemli miktarda fonksiyonel bilesen sayesinde toplum ve bilimsel ¢evreler nezdinde
ilgi gérmeye devam etmektedir. Nar meyvesi, taze olarak tiiketilmesinin yani sira
meyve suyu ve konsantresi iiretimiyle beraber recel, konserve ve dondurulmus
gidalarin eldesinde kullanilabilmektedir. Nar meyvesi ayni zamanda icerdigi
biyoaktif bilesenler nedeniyle fonksiyonel gida olma niteligindedir. Nutrasotiklerin,
farmasotiklerin ve fonksiyonel gidalarin iiretiminde nar meyvesi elde edilen oziitler

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Nar meyvesinin islenmesi esnasinda kabuk, meyve posast ve ¢ekirdek gibi
ylksek miktarda atik aciga ¢ikmaktadir. Nar isleme atiklarinin degerlendirilmesine
yonelik arastirmalar son yillarda hiz kazanmaktadir (Tastan, 2018). Meyve isleme
atiklar1 igerdikleri protein, yag, karbonhidrat ve biyolojik olarak aktif bilesenler
sayesinde ekonomik &nem tasimaktadirlar (Oz & Siifer, 2012). Atiklarin
degerlendirilmesi hem ekonomik ag¢idan hem de c¢evre bilinci nedeniyle onem

tasimaktadir.

2.1. Nar Meyvesi

Nar ticari degeri yiiksek bir {iriin olup giliniimiizde ¢ok yaygin kullanim
alanlar1 olan degerli bir meyve tiirlidiir. Anadolu narin genetik ¢esitliliginin yogun
olarak bulundugu bir cografyadir. Bélgemizde Hicaz, Surug, Zivzik narlari yogun
olarak yetistirilmekte ve gida isleme tesislerinde hammadde olarak
kullanilmaktadirlar. Nar meyvesi antioksidantlar, polifenolik maddeler ve C vitamini

yoniinden zengindir (Ozden ve ark., 2017).

Narda bulunan biyoaktif bilesenlerin timér olusumu ve kalp-damar
hastaliklarint 6nlemede rol oynadigi yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur
(Giindogdu & Yilmaz, 2013). Bu etkileri sayesinde nar meyvesi fonksiyonel gidalar
grubunda yer almaktadir. Ulkemizdeki dikkat ¢eken nar cesitlerinden bazilari;
Hicaznar, Fellahyemez, Eksilik, Ernar, Katirbasili, Eksi Goknar, Lefan, Erdemli
Asmar ve Silifke Asist’dir (Tastan, 2018). Yapilan bir ¢alismada, ii¢ farkli nar
(Surug, Hicaznar ve Suru¢ Karasi) ¢esidinin fitokimyasal igerikleri ve antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Farkli nar gesitlerinin antioksidatif ve
pomolojik &zellikleri karsilastirilmistir (Ozden, 2017). Nar meyvesinin ceside bagh

olarak farkli miktarlarda fenolik madde igerigine sahip oldugu ve buna bagl olarak

3
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antioksidan etkilerinin farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir.

Nar meyvesi, yenilebilir kisim, ¢ekirdek ve meyve kabugu olmak {izere
bircok anatomik yapidan olugsmaktadir. Yapilan bir ¢alismada nar meyvesinin, nar
¢ekirdeginin, nar yaginin, nar suyunun, nar sirkesinin, nar sarabinin, nar eksisinin
antioksidan oOzellikleri derlenerek nar meyvesinin besinsel ve ticari degeri

vurgulanmistir (Okumus, 2016).

Nar meyvesinin kabuklar1 genellikle meyvenin tiiketimi ve islenmesi
esnasinda atik olarak agiga ¢ikar. Nar kabugu antioksidan, antimikrobiyal,
antihipertansif, antilipidemik ve antidiyabetik Ozellikler sayesinde saglik agisindan
oneme sahiptir (Okumus, 2016) ve bunun yam sira dikkate deger miktarda fenolik
madde ve ham lif igerir. Yapilan bir ¢alismada nar meyve kabuklarindan elde edilen
ekstraktlarin bazi bakteri suslarina karsi in vitro antibakteriyel etkiye sahip olup
olmadig arastirllmistir. Bitkinin Streptococcus mitis'e kars1 antibakteriyel aktivitesi
bu ¢alismada ilk kez belirlenmistir (Tung, 2013). Diger bir ¢alismada nar kabugu
Oziitii mung fasulyesi proteini ile gida iiriinlerinin paketlenmesi i¢in biyofonksiyonel

yenilebilir filmler gelistirmek amaciyla degerlendirilmistir (Moghadam, 2020).

Nar suyu, nar meyvesinin preslenmesi ile elde edilen dogal bir meyve
suyudur. Nar suyu saglik agisindan bir dizi fayda sunan besin maddeleri ve
antioksidanlar igerir (Tastan, 2018). Yapilan ¢alismalar narin antioksidan 6zelligine,
kalp saghigim1 destekleme, bagisiklik sistemini giiglendirme, seker seviyesini
diizenleme, cilt saghigim destekleme, hidrasyon saglama etkilerine isaret etmistir
(Tastan, 2018). Nar bitkisinin farkli dokular1 igerdikleri polifenolik maddelerden
dolay1r hayvan beslemede kullanim potansiyeli tasimaktadir ve ekonomik agidan
onem arz etmektedir. Tiirkiye'de bu yan iiriiniin antimikrobiyal ve antioksidan yem
katki maddesi olarak kullanim imkanlarinin arastirilmasina yonelik arastirma
gelistirme faaliyetlerinin 6nemi vurgulanmistir (Sarica, 2011). Yapilan baska bir
calismada durultma ve pastdrizasyon islemlerinin nar suyunun toplam fenolik madde
icerigi ve antioksidan aktivitesine etkisi incelenmistir (Apaydin, 2008). Elde edilen
sonuglara goére nar suyunun antioksidan aktivitesinin biiylik bir kisminin nar
kabugunda bulundugu saptanmis ve yiiksek antioksidan aktivite i¢in narlarin mutlaka

kabuklariyla preslenmesi gerektigi tespit edilmistir.

2.2. Nar Cekirdegi

Nar meyvesinin meyve suyuna ve konsantresine islendikten sonra kalan
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posasi 6nemli miktarda meyve ¢ekirdegi igermektedir. Nar suyu preslendikten sonra
aciga c¢ikan posanin c¢ok biiyiik bir kismi nar ¢ekirdeginden olusmaktadir. Nar
cekirdegi tanin, antosiyanin ve polifenol gibi yliksek antioksidan 6zellige sahip olan
bilesenler icerir. Daha Once ylriitiilen bir ¢alismada nar ¢ekirdeginin kimyasal
bilesimi arastirilmistir (Ozden ve ark., 2017). Arastirma bulgusu olarak; Hicaz cesidi
nar ¢ekirdeginde %50,93 kuru madde, %21,25 yag, %37,10 protein ve %2,44 kiil
rapor edilmistir. Bu verilere dayanarak nar c¢ekirdeginin yag, protein ve kiil
bakimindan 6nemli bir kaynak oldugu sdylenebilmektedir. Yapilan ayni ¢alismada
yag asitleri kompozisyonunun ise; %78,83 punisik asit, %6,83 oleik asit ve %5,81
linoleik asit olmak tizere Ui¢ farkli doymamis; %4,62 palmitik asit, %2,77 stearik asit
ve %]1,14 arasidik asit olmak iizere li¢ farkli doymus yag asitten miitesekkil oldugu

tespit edilmistir (Ozgiir ve ark., 2015).

Nar ¢ekirdegi ile yapilan bir ¢alismada, erkek siganlarda pentaklorofenoliin
antioksidan enzim etkinliklerinde azalmaya, lipid peroksidasyonuna (PCP) ve
karaciger hasarma yol actigin belirlemislerdir. Nar ¢ekirdegi yaginin ise PCP’nin
etkilerini azaltarak koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir (Soyer-Sarica ve ark.,
2016).

Nar c¢ekirdegi ve nar ¢ekirdeginden elde edilen yagin saghk amaclh
kullanilabilirligi lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir ve bu yagin prostat kanseri,
cilt kanserini 6nlemede, karacigerde lipit diizeyini diisiirmede onemli rol oynadigi
tespit edilmistir (Okumus, 2016). Bir baska calismada nar ¢ekirdekleri mikrodalgada
ve sicak hava yontemleri kullanilarak kurutulup yag elde edilmis ve elde edilen yagin
verimi kurutma yontemine bagl olarak degistigi tespit edilmistir (Ozgiir ve ark.,
2015).

Nar suyu endiistrisinin yan iiriinii olan agiga ¢ikan nar c¢ekirdekleri besleyici
ve tibbi Ozelliklere sahip degerli yag igerdiginden, gida uygulamalarinda fonksiyonel
bir madde olarak kullanim potansiyeline sahiptir. Bu amagla yiiriitiilen bir ¢alismada
inovatif bir fonksiyonel icecek formiilasyonuna eklenmek iizere stabil bir nar

cekirdegi yagi-su emiilsiyonu tiretimi arastirilmistir (Mohagheghi ve ark., 2011).

Nar ¢ekirdegi yaginin birgok kullanim alani bulunmaktadir. Saglik alaninda
da kullanilan bu yag karbon tetra kloriir (CCL4) ile kronik karaciger hasar1 olusturan
ratlarda nar ¢ekirdegi yagi kullanilarak karaciger dokusunda olusabilecek lezyonlar
lizerine koruyucu etkisi ve biyokimyasal degerleri arastirilip, CCL4 ile nar ¢ekirdegi

yagi verilen deney gruplarinda karaciger dokusu iizerindeki hasarlar iyilestirici etkisi

5
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gozlenmemistir (Ekebas ve ark., 2020). Fakat bagka bir calismada diyabetik yara
yilesmesinde gézlemlenen enflamasyon fazinin geg¢ baslayip uzun siire devam etme
durumunu normale ¢evirerek, enflamasyonu diizenleyici ve yarayi iyilestirici etkisi

oldugu gozlenmistir (Barnes, 1979).

Nar ¢ekirdeginin bir¢ok kullanim alani ile 6nemli miktarda protein icerdigi de
bilinmektedir. Gliniimiizde meyve proteinleri vegan beslenme listelerinde hayvansal
proteinlerin yerini alarak protein kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Nar
cekirdeginde bulunan proteinde dogal protein kaynagi olarak degerlendirilebilir.
Mikroenkapsiilasyon islemi ile yagin stabilitesi saglanirken, protein kaplamasi

yapilarak kapstillerin besleyici degeri de arttirilmistir (Yiicetepe, 2020).

2.3. Biyoaktif Peptitler

Biyoaktif peptitler proteinlerin spesifik olarak par¢alanmasi sonucunda ortaya
c¢ikan, viicut fonksiyonlar1 ve saglik iizerinde olumlu etkileri olan protein tirlinleridir
(Yal¢in & Rakicioglu, 2020). Kronik rahatsizliklarin 6nlenmesinde ve genel saglik
durumunun korunmasinda biyoaktif peptitlerin kullanimina yonelik calismalar son
yillarda artis gostermistir (Yal¢in & Rakicioglu, 2020). Gida iirlinleri tiiketimleri
oncesinde ¢esitli proseslerden gecmektedir. Gida isleme teknolojisinde yaygin olarak
kullanilan 1s1] igslem ve fermantasyon gibi prosesler gidalarda bulunan proteinlerin
yapisini ve biyoaktif peptitlerin aktivitesini etkilemektedir. Gida isleme adimlarinin
proteinler ve biyoaktif peptitler lizerine olan etkilerine dair ¢aligmalar bulunmaktadir
(Ovchinnikov, 1979).

Biyoaktif peptitler fonksiyonel 6zellikleri sayesinde insan sagligi agisindan
biiyiik 6neme sahip yan iiriinlerdir (Ozdemir ve ark., 2021).Yapilan bir derleme
kapsaminda proteince zengin gida atiklarindan elde edilmis olan biyoaktif peptitlerin
fonksiyonel oOzellikleri ve insan gastrointestinal sisteminde sergiledikleri
biyoyararlanim mekanizmalari {izerinde durulmustur (Gorgiic ve ark., 2020). Meyve
cekirdegi proteinlerinin  antioksidan-antimikrobiyal 0Ozellikte biyoaktif peptit
tiretiminde kullanilabilecegini vurgulanmistir (Gorglic ve ark., 2020). Biyoaktif
peptitler birgok alandaki pozitif etkilerine ragmen kimyasal olarak stabil olmayan,
kisa in vivo yart Omrii olan ve oral biyoyararliligi diisiik maddelerdir. Bu nedenle
enkapsiilasyon gibi islemler vasitasiyla biyoaktif peptitlerin fonksiyonelligi,
biyoyararliligi, stabilitesi gibi ozellikleri gelistirilmeye calisilmaktadir (Karliga,
2020). Biyoaktif peptitlerin tiretiminde Spirulina platensis algi kullanilarak en uygun

iretim yonteminin tespit edilmeye calisilmigtir. Caligma kapsaminda biyoaktif peptit
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izolasyonu, saflastirilmas1 gergeklestirilmis ve elde edilen biyoaktif peptitin

enkapsiilasyon isleminde kullanilabilirligi arastirilmistir (Karliga, 2020).

Gidalarda bulunan biyoaktif peptitler hakkinda ¢ok sayida c¢alisma
bulunmakla birlikte ilk kez siit liriinlerinde kesfedilmis ve bu oligomerlerin saglik
etkileri siit iirlinlerinde yogun bir sekilde ¢alisilmistir. Peynirlerde bulunan biyoaktif
peptitler daha dnce yapilan galismalarda tartisilmistir (Akbal & Oner, 2021). Sigir
siitli, kolostrum ve diger siit tiirleri dogal biyoaktif peptitlerin en onemli dogal
kaynag1 olarak bilinmektedir (Ozdemir ve ark., 2021). Biyoaktif peptitler siitten elde
edilen kazein ve serum proteinlerinden de elde edilebilir. Siitten elde edilen biyoaktif
peptitlerin insan sagligin1 olumlu yonde etkiledigini gdsteren c¢alismalar literatiirde
mevcuttur  (Ozdemir ve ark., 2021). Biyoaktif peptitlerin insanlarda sinir,
gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve immiin sistemin gelisimine katki sagladig1 tespit
edilmistir (Ozdemir ve ark., 2021).

Et kaynakl1 biyoaktif peptitlerin biyolojik aktivitelerini konu alan ¢alismalar
da literatiirde mevcuttur (Memis & Kamiloglu, 2021). Olgunlastirma siireci boyunca
et TUriinlerindeki biyoaktif peptitlerin degisim ve doniisiimlerini inceleyen
arastirmalar bulunmaktadir (Memis & Kamiloglu, 2021). Olgunlastirma siirecinin et
tirinlerinde biyoaktif peptit diizeyini etkiledigi ve {iriin bilesimi, starter kiiltiir ve
olgunlastirma kosullarinin bu durumu etkileyen degiskenler oldugu ilgili

caligmalarda belirtilmistir (Memis & Kamiloglu, 2021).

2.4. Hidrojeller

Hidrojeller suda sisebilen ¢apraz-bagli polimerik yapilardir. Bir¢ok kullanim
alant bulunan hidrojeller, gida sektoriinde de kendine kullanim potansiyeli
bulabilecek sistemler arasindadir. Yapilan bir calismada bezelye proteini ve spirulina
bazli hidrojeller iiretilmistir. Hidrojellerin islevsel 6zellikleri ile gida katki maddesi
olarak kullanilabilirligi yani sira fonksiyonel gida iiretiminde kullanim potansiyeli

arastirilmistir (Kaynarca, 2024).

Meyve ve sebze islemesi esnasinda agiga c¢ikan atiklarin degerlendirilmesi
hem c¢evresel anlamda hem de ekonomik anlamda 6nem tagimaktadir. Bu amacla
visne c¢ekirdekleri de degerlendirilme potansiyeli yiiksek bir gida atigidir. Vigne
cekirdekleri pektin tiretiminde baslangic materyali olarak kullanilip, soya proteini
bazli hidrojellerin iiretiminde kullanilmistir. Yapilar1 birbirinden farkli hidrojeller

tiretilip, morfolojik yapilarindaki farkliliklar taramali elektron mikroskobundan
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alinan goriintiilerle karsilastirilarak incelenmistir (Ay & Basyigit, 2023).

Hidrojellerin biyolojik 6zellikleri ve biyouyumlulugu nedeni ile biyokiitle
kaynagi olarak kullanimini konu alan bir ¢alismada, pamuk lifi hamuru, seliiloz bazl
hidrojeller olusturmak ic¢in tek bir capraz baglayict madde kullanilarak hidrojel

malzemeleri olarak kullanilmistir (Zainal ve ark., 2021).

Bagka bir ¢alismada ise polisakkaritle desteklenen hidrojellerin dayaniklilik
Ozellikleri arastirilmistir. Arap zamki, saglam ve dinamik o6zellikte hidrojel
tiretiminde 6nemli bir rol oynamistir. Hidrojel 6rnekleri son derece esnek, yorulmaya
dayanikli, 1iyilestirilebilir ve ¢ekme mukavemetini arttirici  performanslar
sergilemistir ve Arap zamkinin hidrojel {iretiminde kullanilabilece8i tespit
edilmistir (Wu ve ark., 2018).

Hidrojellerin ¢apraz bag yogunluguna gore viskozitesi ve fotopolimerizasyon
kinetigi incelenmistir (Khoushabi ve ark., 2015). Hidrojellerin denge su igerigi ve
hacimsel sisme orani degerlendirilmis ve hidrojellerin sikistirma yiiklemesi altindaki
statik ve dinamik mekanik Ozellikleri incelenmistir (Khoushabi ve ark.,
2015). Hidrojellerin baska bir kullanim alan1 olan saglik alaninda da doku
tyilestirilmesi ve kontrollii ilag salmimina yonelik aragtirmalar devam etmektedir
(Ulusoy & Dikmen, 2020). Hidrojeller yiiksek su tutma kapasiteleri, dis etkenlere
(pH, sicaklik, 151k, elektrik ve manyetik alan vb.) duyarli olma, biyouyumluluk ve
biyobozunurluk gibi baglica avantajlarindan otiirii glinlimiizde pek c¢ok alanda
kullanilmaktadir (Yurttadur, 2023).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Nar Cekirdekleri

Bu tez calismasinda Harran Universitesi Sanlurfa Teknokent biinyesinde yer
alan organik meyve sebze isleme tesisinde Hicaz narlarin islenmesi sirasinda agiga
cikan nar cekirdekleri (Sekil 3.1.) protein ve biyoaktif peptit kaynagi olarak
kullanilmistir.

Sekil 3.1. Nar c¢ekirdekleri

3.1.2. Ke¢i Boynuzu Gami

Sigma firmasindan temin edilmistir. (Sekil 3.2.)
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Sekil 3.2. Kegiboynuzu gami

3.2. Yontem
3.2.1. Nar ¢ekirdeginden protein ekstraksiyonu

Laboratuvar ol¢ekli bir soguk presleme makinesi kullanilarak ¢ekirdeklerden
yag molekiilleri uzaklastirilarak yagsiz nar ¢ekirdegi posasi elde edilmistir. Nar
¢ekirdegi posasindan protein izolasyonu amaciyla alkali ekstraksiyon ve izoelektirik
noktaya bagli protein ¢oktiirme yontemi kullanilmigtir. Proteinler, ¢dzeltinin pH
degeri ayarlanarak ¢oktiirlilmiistiir. Yag1 uzaklastirilmis olan nar ¢ekirdekleri destile
su ile optimum pH noktasina getirilerek alkali ekstraksiyonu ig¢in 30-180 dk. oda
sicakliginda karistirildiktan sonra santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Alkali ekstrakt
kullanilarak izoelektrik ¢okeltme islemi i¢in pH degeri 4-5 araligina kaydirilmistir.
Coken protein peletleri dondurarak kurutma islemi ile dehidre edilerek nar ¢ekirdegi

protein izolati elde edilmistir (Basyigit ve ark., 2022).

3.2.2. Biyoaktif peptit liretim optimizasyonu

10
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Sekil 3.3. Nar ¢ekirdeginden iiretilmis biyoaktif peptitler

Nar ¢ekirdeklerinden biyoaktif peptit iiretimi i¢in pepsin ve alkalaz enzimleri
kullanilmigtir. Kullanilacak enzim oranlarinin belirlenmesi amaci ile nar ¢ekirdegi
protein tozu guruplarmin maksimum seviyede antioksidan aktivite gosterecekleri
kosullar yanit yiizey yontemi ile optimize edilmistir. Yanit ylizey ydntemi
kullanilarak tasarlanan 1 faktdr 3 diizey toplam 7 deneme noktasi Tablo 1’de

verilmigtir.

Nar ¢ekirdeklerinden biyoaktif peptit iiretimi i¢in pepsin ve alkalaz enzimleri
kullanilmigtir. Kullanilacak enzim oranlarinin belirlenmesi amac ile nar ¢ekirdegi
protein tozu guruplarmin maksimum seviyede antioksidan aktivite gosterecekleri
kosullar yanit yiizey yontemi ile optimize edilmistir. Yanit ylizey ydntemi
kullanilarak tasarlanan 1 faktdr 3 diizey toplam 7 deneme noktasi Tablo 1’de

verilmigtir.

11
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Cizelge 3.1. Biyoaktif peptit liretiminde uygulanan optimizasyom ¢aligmasinin
deneme tasarimi

Deneme Enzim karisim oranlar1 (g/100g protein)
Alkalaz Pepsin

1 1 -

2 0,25 0,75

3 - 1

4 1 -

5 0,75 0,25

6 0,50 0,50

7 - 1

Protein ekstraksiyonu sonucu elde edilen nar ¢ekirdegi proteinlerinin agirlik¢a
%35’lik cozeltileri 0,01 M fosfat tamponlu salin i¢inde hazirlanarak 30 dakika
stiresince karistiritlmistir. Cozelti igerisine ilk once 1/100 enzim/substrat oraninda
pepsin enzimi eklenip 37 °C sicaklik ve pH 2 kosullarinda 3 saat siiresince hidrolize
edilmistir. Hidroliz islemi bitiminde ikinci asama olarak 1,0 M NaOH c¢ozeltisi ile
¢ozeltinin pH"1 8,0'a ayarlanmistir ve bu ¢ozeltiye 1/100 enzim/substrat oraninda
alkalaz enzimi eklenip ¢ozelti 37 °C’de 3 saat siiresince hidrolize edilmistir. Daha
sonra 90 °C sicaklikta 10 dakika siiresince 1sil islem uygulanarak enzimlerin
inaktivasyonu gerceklestirilmis ve hidrolizin durdurulmas: saglanmistir. Islem
sonucunda elde edilen hidrolizat soliisyonu 8000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
faz ayrimi saglanmistir. Enzimatik olarak hidrolize edilmis protein soliisyonlar
santrifiij tip ultrafiltrasyon tiipleri (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filters) yardimiyla
molekiil agirhigina gore 10 kDa olacak sekilde ayristirilmistir.

3.2.3. Hidrojellerin hazirlanmasi

5 farkli konsantrasyonla hidrojel tiretimi gerceklestirilip elde edilen 6rnekler
kendi aralarinda kiyaslanmistir. Hazirlanan soliisyonlar 5 saat boyunca siirekli
calkalama altinda, ortam sicakliginda damitilmis su ile yavas yavas ¢oziilerek elde

edilmistir.
Malzemeler;

12
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Nar ¢ekirdegi posasindan biyoaktif peptit (NPBP)

Ke¢iboynuzu zamki1 (KZ)

KZ miktar1 sabit tutularak farkli konsantrasyonlarda NPBP ile karistirilmistir.

Hazirlanacak soliisyonlarin son % bilesimleri;

%0 NPBP, %3 KZ kontrol grubu,

% 1 NPBP, %3 KZ 2. deneme,

%S5 NPBP, %3 KZ 3. deneme

%7,5 NPBP, %3 KZ 4. deneme

%10 NPBP, %3 KZ 5. Deneme

Hidrojeller, biyoaktif peptitlerin (%0, %1, %S5, %7,5, %10) ve %3 w/v
oranindaki polisakkarit (kegiboynuzu zamki) ¢ozeltilerinin oda sicakliginda 5 saat
boyunca siirekli karistirllmasiyla titizlikle hazirlanmistir. Bu ¢dzeltiler, tam
hidrasyon saglamak amaciyla gece boyunca 4 °C'de bekletilmistir. Polisakkarit
cozeltileri, damitilmis su ile 1/1 oraninda (v/v) peptit stok c¢ozeltisi ile
birlestirilmistir. Boylece, farkli konsantrasyonlarda kec¢iboynuzu zamki (%3 w/v) ve
biyoaktif peptit (%0, %1, %S5, %7,5, %10 w/v) iceren karisimlar elde edilmistir. Bu
karisimlarin  pH degeri 6.0'a ayarlanmis ve 200 rpm hizinda c¢alkalayicida
kanigtirllmistir. Ardindan, bu karisimlar 30 dakika siireyle 90 °C sicaklia maruz
birakilmis ve sonrasinda buz banyosunda oda sicakligina sogutulmustur. Elde edilen

hidrojeller, sonraki analizler i¢in 4 °C'de saklanmistir.

13
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Cizelge 3.2. Hidrojel iiretimi

Q O

b Nar ¢ekirdegi

Yagi alinmis nar cekirdegi posasi

Nar protein izolati

Biyoaktif peptid Gretim optimizasyonu ﬁ

i~

NPBP-KZ konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

— Hidrojellerin olusumu

3.3. Analizler

3.3.1. Nar Cekirdegi Protein Analizleri
3.3.1.1. Oziitleme Verimi

Nar ¢ekirdeklerinden izole edilen proteinler baglangicta kullanilan 6rnek
miktar1 ile oranlanarak &ziitleme verimi hesaplanmistir. Oziitleme verimi Esitlik
3.1.1'e gore hesaplanmustir.

OV (%)= TPMTOM x 100 (3.1. 1)

Bu denklikte;

OV: Oziitleme Verimi(%)

TOM: Baslangigta Tartilmis Olan Protein Miktari(g)

TPM: Ekstraksiyon Sonunda Tartilmis Olan Protein Miktar1 (g) olarak

verilmistir.
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3.3.1.2. Kuru Madde

Protein tozlarmin kuru madde miktarinin belirlenebilmesi igin Ornekler
etiivde sabit tartima gelinceye kadar 105 °C sicaklikta bekletilmistir. Islem sonunda
ornekler desikatore alinarak sogutulmus ve ardindan son tartimlart alinmigtir
(AOAC, 1990). Tespit edilen tartim sonuglart % kuru madde cinsinden, asagidaki
formiille (3.1.2) hesaplanmuistir.

Kuru Madde (%) = m2-m0 m1-m0*100 (3.1. 2)

Bu denklikte;

m0: Tartim kabinin darasi(g)

ml: Kurutmadan 6nce tartim kabinin darasi + 6rnek miktari (g)

m2: Kurutmadan sonra tartim kabinin darasi + 6rnek miktari (g)

3.3.1.3. Protein Miktari

Toplam protein miktar1 Kjeldahl yontemine goére tespit edilmistir.
Orneklerdeki ham azot miktar1 asagidaki formiile (3.1.3) gére hesaplanmustir.
Belirlenen azot miktar1 ve 6,25 azot ¢evrim faktorii kullanilarak toplam protein
miktar1 hesaplanmustir.

Azot (%) =V1-V0* N* 0,014m*100 (3.1. 3)

Protein (%) = Azot (%) * 6,25

Bu denklikte;

v1: Titrasyonda harcanan H2S0O4 veya HCI ¢ozeltisi(mL)

v0: Kor deneme titrasyonunda harcanan H2SO4 veya HCI ¢ozeltisi(mL)

N: Titrasyonda kullanilan H2SO4 veya HCI ¢6zeltisinin normalitesi(0.1 N)

0,014: Azotun mili ekivalen agirlig
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m: Alinan 6rnegin miktari(g)

3.3.2. Biyoaktif Peptit Analizleri
3.3.2.1. Hidrolizasyon Derecesi

Nar ¢ekirdegi proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptitlerin hidrolizasyon
derecesini  belirlemek amaciyla bu proteinlerden elde edilen hidrolizat
stispansiyonlart; 0,44 M TCA ile 1/1 oraninda karistirilip, 4 °C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Siire bitiminden sonra karistm 8000 g devirde 10 dakika santrifiij
edilmistir. Ardindan ¢o6ziinen proteinlerin hidrolizasyon derecesi Bradford (1976)
yontemine gore standart protein olarak baz alinan sigir serum albiimin proteini
kullanilarak hesaplanmistir. Hidrolizasyon derecesi (3.1. 4) ‘de verilen denkleme

gore tespit edilmistir.

Hidrolizasyon Derecesi (%) =TCA Igerisinde Céziinen Azot MiktariToplam
Azot Miktar1*100 (3.1. 4)

3.3.2.1.1. Titrasyon yontemi ile

1,5 gr toz bioaktif peptid 6rnegi tartilmistir. Ornegin {izerine 50 mL saf su
eklenerek 10-15 dk siiresince ¢ozdiiriilmiistiir. Karigimm pH’s1 7,0’ye ayarlanip
(0,IN NaOH) 10 ml %38’lik (v/v) formaldehit eklenip karistirilmistir. 5 dk oda
sicakliginda bekletilip 0,IN NaOH ile pH 8,5’e gelene kadar titrasyon islemine

devam edilmistir. Sarf edilen 0,1N NaOH miktar1 hesaplamalar i¢in kullanilmistir.

% Serbest Amino Gruplar1 = [(A*B*0.014007)/C]*100
DH (%) = (% Serbest Amino Gruplar1/ % Toplam Azot)*100
Bu denklikte;

A: Sarf edilen NaOH miktar1 (mL),
B: titrasyon i¢in kullanilan soliisyon konsantrasyonu (0,1 M NaOH),
C: ornek miktari (g), (Noman, A. ve ark., 2018).

3.3.2.1.2. OPA reaktifi ile

OPA reaktifi hazirlanist: 25 mL 100 mM sodyum tetraborat ¢ozeltisi, 2,5 mL
%20’1lik (w/v) SDS, 40 mg OPA (1 mL), 100 pL B-merkaptoetanol eklenerek son
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hacim 50 mL’ye tamamlanmistir. 10 pL 6rnek alinarak iizerine 3,4 mL OPA reaktifi
eklenmistir. Karisim 350C’de 2 dk siiresince bekletilmis ve absorbans degerleri 340

nm’de okunmustur (Morais, A. Silvestere ve ark., 2013).
DH (%) = (ABS*1.934*d) / c
Bu denklikte;
ABS: 6rneklerin absorbansi,
d: diliisyon faktorii,
c: protein 6rneginin konsantrasyonu (g/L)

3.3.2.1.3. TCA yontemi ile

1 ml peptit hidrolizat1 1 ml 0,44 M TCA ile karistirilmigtir. Daha sonra 9000
rpm’de 4 derecede 10 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. TCA da ¢6zilinen protein

miktarini tespit etmek i¢in Bradford yontemi kullanilmigtir (Mohammadi ve ark.,
2022).

DH (%) = (TCA’da ¢oziinen protein miktari / drnegin toplam protein miktari
(hidrolize olmamais)) * 100
3.3.3. Hidrojel Analizleri
3.3.3.1. Hidrojellerin Taramah Elektron Mikroskobu ile Goriintiilenmesi
Dondurularak kurutulmus hidrojel numunelerinin mikro yapist ve morfolojik
ozellikleri taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak izlenmistir.
3.3.3.2. Hidrojellerin Fonksiyonel Ozellikleri
3.3.3.2.1. Su tutma kapasitesi

Kiitlesi 2 g olan hidrojeller, 20 dakikalik bir siire boyunca 3000xg'da
santrifiijlemeye tabi tutulmus ve su tutma yeteneklerinin incelenmistir. Santrifiij
isleminin ardindan hidrojellerden ayrilan su titizlikle uzaklagtirllmigtir. Su tutma
kapasitesi degerlerinin (%) belirlenmesi, hidrojellerin baslangic agirligr ile

santrifiijleme sonrasi agirliklarimin karsilagtirilmasiyla elde edilmistir. Asagidaki
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formiil (3.1. 5) ile hesaplanmuistir.

Su Tutma Kapasitesi (%)= m1x100m2 (3.1. 5)

Bu denklikte;

m1= hidrojel numunelerinin baslangi¢ kiitlesi

m2= son santrifiij isleminden sonra hidrojel numunelerinin kiitlesi

3.3.3.2.2. Sisme orani

Hidrojelin merkezinden 10 mm'lik bir kiibik segmentler eksize edilerek
agirliklar1 Olclilmiistiir. Bu kiibik numune 30 dk siiresince 50 °C'lik su banyosuna
tabi tutulmustur. Bu zaman aralifinin tamamlanmasmin ardindan fazla nemi
gidermek i¢in filtre kdgidindan gecirilmis ve elde edilen agirlik belirlenmistir. Sigme
orani asagidaki denklem (3.1. 6) kullanilarak hesaplanmistir.

Sisme orani (%)=w1-w2x100w2 (3.1. 6)

Bu denklikte;

w 1= hidrojel numunelerinin ilk agirligi,

w2= hidrojel numunelerinin son agirlig

3.3.3.2.3. Hacim jel indeksi

Jel numunesi bir 6l¢lim silindirine yerlestirilip, jellerin hacimleri asagidaki
denklem (3.1. 7) ile ol¢iilmiistiir.

Hacim jel indeksi (%) =v1x100v2 (3.1. 7)

Bu denklikte;

v1= formiile edilmis hidrojel numunelerinin hacmi,

v2= hidrojel numunelerinin toplam hacmi.
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3.3.3.2.4. Protein sizdirilabilirligi

2 gram hidrojel, 0,05 M konsantrasyona ve pH 7,0’a sahip 8 ml’lik bir
sodyum fosfat tampon ¢ozeltisine daldirilmigtir. Hidrojeller daha sonra 30 dakikada
bir periyodik manuel sallanma ile 2 saat oda sicakliginda tutulmustur. Daha sonra,
numuneler 10 dakika boyunca 3000 x g'de santrifiijleme islemine tabi tutulmuslardir.
Hidrojelden salinan siipernatanttaki ¢Oziiniir protein konsantrasyonu, Bradford

yontemi kullanilarak degerlendirilmistir (Delimustafaoglu & Baldemir Kilig, 2023).

3.3.3.3. Hidrojellerin Doku Profili Analizi

Hidrojelin dokusal 6zellikleri, silindirik bir prob ucu (P/0,5) ile donatilmis bir
TA-XT plus doku analizorii kullanilarak test edilmistir. Analiz, HDP/90 platformu
kullanilarak 5 ©°C’te yapilip, her numune ig¢in sertlik, yapiskanlhk, esneklik,

yumusaklik ve ¢ignenebilirlik degerleri belirlenmistir.

3.3.3.4. Hidrojellerin Reolojik Analizi

Hidrojel numunelerinin viskoelastik yapilarin1 degerlendirmek icin bir
reometre ile dinamik reoloji analizi yapilmistir. Tiim reolojik analizler i¢in 0,5 mm
bosluk ve 20 mm ¢apa sahip paralel plaka geometrisi kullanilmistir. Depolama
modiilii (G) ve kayip modiilii (G") hidrojel numuneleri salinim testi yapilarak analiz
20°C ile 60°C'den 5°C/dk artisla sabit lineer (1,00 Hz) bir alanda sicaklik kontrolii

saglanarak gergeklestirilmistir.

3.3.3.5. Hidrojellerin Gastrointestinal Salimin In Vitro Simiilasyonu

Antioksidan aktivitenin ve proteinin kontrollii salinim paterni gastrointestinal
sistemi (oral, gastrik ve intestinal fazlar) simiile eden in vitro simiilasyon kosullari
kullanilarak degerlendirilmistir. Fizyolojik kosullar1 saglamak i¢in ii¢ tip simiile
edilmis sivi hazirlanmistir. Bunlar; simiile edilmis tiikiiriik sivisi, simiile edilmis
mide sivist ve simiile edilmis bagirsak sivist kullanilarak orneklerin sindirim

ortamindaki davraniglar ¢alisilmistir (Kamiloglu, 2019).

3.3.3.6. Hidrojellerin Cevresel Stres Analizi

Hidrojelin salinim davranisi, pH 3 (asidik), pH 7 (n6tr) ve pH 11 (bazik)
olmak tizere {i¢ farkli pH degerinde degerlendirilmistir. Hidrojel numuneleri, farkli
pH seviyelerinde hazirlanan ¢ozeltilere yerlestirilmis ve oda sicakliginda muhafaza

edilmistir. 7 saat siiresince, her saat bas1 1 ml numune ekstrakte edilmistir. Alinan

19



GEREC VE YONTEM B. Fidan KORKMAZ YILDIRIM

numunenin yerine her seferinde 1 mL ¢ozelti ilave edilmistir. Hidrojelin iyonik
direncini belirlemek i¢in 0,5 M, 1 M ve 1,5 M konsantrasyonlarina sahip tuz
¢ozeltileri kullamlmustir (Onder & Ucgar, 2021). Farkli tuz konsantrasyonlarma sahip
coOzeltilerde birakilan hidrojellerin antioksidan ve protein salinimi, oda sicakliginda 7
saat boyunca incelenmistir. Her saat basinda 1 mL numune alinmistir. Hidrojelin
sicakliga karst davranigini incelemek ic¢in, numuneler ¢ozelti icinde 25, 50 ve 75 °
C'de birakilmistir (Su, 2021). Her saat bas1 bir mL 6rnek alinmis ve 7 saat boyunca
antioksidan ve protein salinim davranisi izlenmistir. Alinan 6rneklerin antioksidan
aktivite salinimi i¢gin DPPH yontemi (Ergin, 2019) protein salinimini belirlemek i¢in

ise Bradford yontemi kullanilmistir (Delimustafaoglu & Baldemir Kilig, 2023).

3.3.4. istatistik analizler

Tez ¢aligmast kapsaminda yapilan tiim denemeler bagimsiz olarak ii¢ kez
gerceklestirilmistir. Ortalama degerler, standart sapmalar ve karsilik gelen grafikler
OriginPro 2021b kullanilarak elde edilmistir. Optimizasyon prosediirii i¢in Design
Expert 7.0 yazilimi kullanilmistir. Ortalamalar arasindaki istatistiksel farkliliklar
%95 giiven diizeyinde (p<0,05) hem tek yonlii varyans analizi hem de coklu
kargilagtirma testi kullanilarak belirlenmistir. Veri kiimeleri SPSS yazilimi
kullanilarak olusturulmustur (Bagyigit ve ark., 2023a).
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4. BULGULAR

4.1. Nar Cekirdegi Proteini

Nar ¢ekirdegi proteinlerinin iiretimi i¢in yagsiz nar c¢ekirdegi posast
kullanilmigtir. Protein oOziitleme islemi i¢in alkali ekstraksiyon ve izoelektrik
coktlirme yontemi tercih edilmistir. Proteinlerin kurutulmasinda dondurarak kurutma

yontemi uygulanmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Nar cekirdegi proteini

Nar proteinlerinin fizikokimyasal 6zelliklerini gosteren veriler ¢izelge 4.1' de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore alkali ekstraksiyonu ile izole edilen nar

proteini 6rnekleri %72,50 oraninda protein igerdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. Nar ¢ekirdegi proteinlerinin fiziko-kimyasal 6zellikleri Te.; Tespit

edilemedi

Fizikokimyasal ozellikler Degerler
Verim (%) 52,13+1,02
Toplam protein miktari (%) 72,5+0,01
Coziiniirlik (%) 81,97+0,97
Nem (%) 1,85+0,02
Su aktivitesi (a,,) 0,5+0,00
Kil (%) 2,21+0,09

Renk (L', a", b")

58,12+0,10 5,61+0,07 21,98+0,99

Islanabilirlik (sn) 315,37£2,70
Carr indeks 50,26+1,08
Hausner orani 1,49+0,01
Su tutma kapasitesi (g/g protein) Te.

Yag baglama kapasitesi (g/g protein) 2,56+0,01
Emiilsiyon olusturma kapasitesi (m*/g)  8,45+0,02
Emiilsiyon stabilitesi (10.dk) 52,65+1,12
Emiilsiyon Stabilitesi (30.dk) 153,94+2,07
Kopiik kapasitesi (%) 49,02+1,84
Kopiik stabilitesi (%) (10. dk) 86,14+2,01
Kopiik stabilitesi (%) (30. dk) 82,37+1,86

Protein ekstraksiyonu verimi %52,13 olarak tespit edilmistir. Coziintirlik

yetenegi proteinlerin  fonksiyonel

Ozelliklerini

arttiran bir Ozellik olarak

degerlendirilmektedir. Bu nedenle, proteinlerin yiiksek ¢oziiniirliik degerine sahip
olmasi arzu edilir. Ayrica, proteinler alkali ve izoelektrik noktadan uzak noktalarda
daha iyi1 ¢oziiniirliik 6zelligi gostermektedirler. Nar proteini 6rneklerinin ¢oziintirlik
degerleri %81,97 olarak bulunmustur. Kurutulmus orneklerin su aktivitesi 0,25
olarak belirlenmistir. Diisiik su aktivitesi, kurutma islemi boyunca serbest suyun

istenilen seviyede buharlastirildigi anlamina gelmektedir. Ayrica, bu sonug proteinin
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nem igerigi (% 1,85) ile desteklenmistir.

Renk gida iiriinlerinde 6nemli kalite kriterlerinden birisidir. Besinsel liflerin
neden oldugu olas1 renk degisiklikleri, gidalardaki potansiyel uygulamalari
sinirlamaktadir. Renk gida bilesimi, pigmentlerin varhigi gibi birgok faktorden,
Ozellikle de kurutma siirecinden etkilenmektedir. Nar ¢ekirdegi proteini érneklerinde
L* degeri 58,12+0,10 olarak oOlcllmiistiir (Cizelge4.1). Kirmizi-yesil degerlerini
veren kizariklik (a*) degeri NCP’ de 5,61+0,07 olarak bulunmustur. Bu kizariklik
degeri, lifin yapisal biitiinliglinden, pigment igeriginden ve dagilimdan
etkilenmektedir (Fernandez-Lopez ve ark., 2009). Sari-mavi renk yogunlugunu ifade
eden b* degeri NCP’ de 21,98+0,99 olarak tespit edilmistir.

Su tutma kapasitesi ve yag baglama kapasitesi, proteinlerin su ve yag
molekiillerini tutma kabiliyetini gostermektedir. Ayrica, proteinlerin emiilsifikasyon
kapasitesini degerlendirmek i¢in Onemli parametrelerdir (Ren ve ark., 2019).
NCP’nin yag tutma kapasitesi 2,56+0,01 olarak tespit edilmistir. Proteinler yiiksek
¢Oziinlirlik, ylksek yiizey yiikii ve miikkemmel hidrofilik-hidrofobik aminoasit
dengesi varliginda yiiksek kopiik kapasitesi gostermektedirler (Sathe, 2002). Cizelge
4.1°de nar ¢ekirdegi proteininin pH degisimine gore %KSOK, %KS10 ve %KS30
degerleri yer almaktadir (KS; kopiik stabilitesi). pH degerinin 2,0 oldugu noktada
koptlik olusum kapasitesinin %49,02, 10. dk’da kopiik stabilitesinin %86,14 ve 30.
dakikada kopiik stabilitesinin %82,37 oldugu tespit edilmistir. pH 4’te ise kopiik
olusumu gozlemlenmemistir. Bunun nedeninin pH deger araliginin proteinlerin

izoelektirik noktas1 olmasindan kaynaklandigi diisiintilmiistiir.

Hausner oran1 ve Carr indeks degeri, toz numunelerin yapiskanligir ve akis
davraniglar1 hakkinda bilgi verir. Carr indeksi ve Hausner orani arttikca akigskanlik
azalmaktadir (Demirkiran ve ark., 2022). Nar proteininin Hausner orani ve Carr
indeks degeri sirasiyla 1,49 ve 50,26 olarak oOlgiilmistiir. 1,49'luk Hausner orani,
kabul edilebilir akig karakteristiginin bir gostergesidir. Islanabilirlik degeri, toz
tirlinlerin suyu emme kabiliyeti hakkinda bilgi verir. Nar proteininin 1slanabilirlik
degeri 315,37 sn olarak belirlenmistir. Yiksek 1slanabilirlik degeri 6rneklerin

gosterdigi miikemmel su tutma kapasitesine baglanabilir.

4.2. Biyoaktif peptit iiretimi

Biyoaktif peptitler, alkalaz enzimi kullanilarak nar tohumu proteininden elde

edilmistir. Biyoaktif peptitlerin iretiminde, yapilan bir ¢alismaya dayanan bir
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yontem kullamlmustir (Giindogan, 2019). Ozellikle, nar tohumu proteininin bir fosfat
tampon ¢dozeltisinde (10 mM, pH 7) ¢ozlindiigii 1/20 (w/w) enzim-substrat orani
kullanilmistir. Nar proteinleri 3 saat siiresince, 50° C sicaklikta ve pH 8,0'de alkalaz
enzim kullanilarak hidrolize edilmislerdir. Hidrolizasyon isleminin tamamlanmasinin
ardindan numunelerin enzimatik inaktivasyonu gergeklestirilmis ve hidrolize protein
cozeltileri, Amicon Ultra-15 Santrifiij Filtreleri kullanilarak ultrafiltrasyon yoluyla,
10 kDa boyutundan kiigiik olacak sekilde ayristirilmislardir. Elde edilen biyoaktif

peptit ¢ozeltileri bir kurutucu vasitasiyla toz haline doniistiirilmiistiir.

Cizelge 4.2. Biyoaktif peptit hidrolizasyon derecesi

Titrasyon TCA-Bradford OPA Reaktif
Yontemi (%) Yontemi Yontemi

DH(%) 9,72+0,01 14,95+0,75 3,42+0,17

Hidrolizatlar genel olarak enzimatik veya asit hidrolizasyon yoOntemleriyle
tiretilir ve farkli zincir uzunluklarina sahip serbest amino asitlerden ve oligopeptit
zincirlerinden olusur. Proteinin hidroliz derecesi, kirilan peptit baglarinin sayisini ve
mevcut peptitlerin ortalama boyutunu tanimlar. Kirilan peptit baglarinin sayisi
hidroliz derecesi olarak tanimlanir. Gida hidrolizatlarinin hidroliz derecesini
belirlemek i¢in farkli yontemler kullanilabilir. Alkalaz enzimi ile hidrolize edilen nar
biyoaktif peptitlerinin hidroliz dereceleri ii¢ farkli yontemle belirlenmis olup
sonuglar ¢izelge 4.2°de verilmistir. Nar cekirdegi biyoaktif peptitlerinin hidroliz
dereceleri titrasyon yonteminde %9,72, TCA-Bradford yonteminde %14,95 ve OPA
reaktif yonteminde %3,42 olarak belirlenmistir. Biyoaktif peptitlerin hidroliz

dereceleri, alkalaz enzimi, substrat, amino asit bilesimi ve enzimolize baglhdir.

Cizelge 4.3. Biyoaktif peptit antioksidan sonuglari

DPPH (mmol ABTS (mmol FRAP (mmol CUPRAC

TEAC/g) TEAC/g) TEAC/g) (mmol
TEAC/g)
Peptit 18,70+0,65 63,74+0,51 0,79+0,01 2,83+0,00

Serbest radikaller insan viicuda oksidatif zararlar vererek kanser, alzheimer ve

kardiyovaskiiler hastaliklar gibi rahatsizliklara neden olurlar. Antioksidanlar serbest
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radikallerin neden oldugu hasar1 6nler ve serbest radikal temizleyicileri olarak islev
goriirler. Antioksidanlarin oksidatif etkileri farkli mekanizmalarla ortaya ¢ikar. Bu
calismada nar biyoaktif peptitlerinin antioksidan kapasitesi 4 farkli yontemle
belirlenmistir. Serbest radikal siiplirme etkisi DPPH ve ABTS analizleriyle, serbest
radikallerin aktivitesini azaltict etkisi FRAP ve CUPRAC analizleri ile
degerlendirilmistir. Fakli antioksidan aktivite tayin yontemiyle elde edilen sonuglar
cizelge 4.3'te mmol TEAC/g cinsinden sunulmustur. Nar biyoaktif peptitleri i¢in
DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC analizlerinin sonuglar1 sirasiyla 18,70 mmol
TEAC/g, 63,74 mmol TEAC/g, 0,79 mmol TEAC/g ve 2,83 mmol TEAC/g olarak
bulgulanmistir. Daha 6nceki bir ¢alismada alkalaz ve o-kimotripsin enzimlerinin
deve siitii kazein proteinlerinin antioksidan aktivite degerlerinde varyasyonlar
olusturdugu bildirilmistir (Akbal & Oner, 2021).

4.3. Hidrojel analizleri
4.3.1. Hidrojellerde renk

Hidrojel numunelerinin renk degerleri colormeter (Color Quest, Hunter
Associates Laboratory, Inc., Reston, VA 22,090, ABD'de bulunan) kullanilarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.4. Hidrojel renk degerleri

Ornekler L* a* b*

LBG toz 90,56+0,00° 0,12+0,00° 10,77+0,00°
BP toz 44,19+0,014° 6,82+0,02¢ 10,81+0,09°
LBG hidrojel 51,15+1,96° 0,40+0,13% 4,74+0,14°
LBG- %1 BP 37,97+0,19¢ 2,97+0,00° 7,87+0,04
LBG- %5 BP 29,13+0,18° 3,98+0,01° 5,96+0,03°
LBG- %7,5BP 28,09+0,08° 3,79+0,13° 5,47+0,08"
LBG- %10 BP 27,61+0,07° 4,22+0,06° 4,66+0,19°

Renk, tliketicinin karar verme mekanizmasimi etkileyen oOnemli kalite
parametrelerinden birisidir. Hidrojellerin renk parametreleri arasinda farkliliklar
tespit edilmistir (p <0.05) (Tablo 5). Biyoaktif peptit orani arttikga L* degeri de

artmistir. Bu durum nar proteininin koyu rengine baglanabilir. Ote yandan, biyoaktif
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peptit oranindaki artis b* degerinde bir diisiise neden olmustur. Bu durum hidrojel
dretimi sirasinda protein ve polisakkaritler arasindaki yiiksek sicaklikta meydana

gelen Maillard reaksiyonlari ile aciklanabilir.

Sekil 4.2. Hidrojel goriintiileri
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Sekil 4.3. Hidrojel goriintiileri

Hidrojellerin gorselleri sekil 4.2 ve sekil 4.2° de sunulmustur. Gorseller, tiim
hidrojellerde benzer siki bir yapmin baskin oldugunu gostermistir. Yapilan
gozlemler, peptit miktarinin hidrojellerin rengini etkiledigini tespit etmistir. Peptit
konsantrasyonu arttikca, goriintiilerde goriildiigii gibi renk koyulagsmistir. Peptitin
morfolojik yapist Orneklerde nispeten tekdiize boyut ve sekle sahip rastgele
katmanlardan olusan karmagik bir yap1 sergilemistir. Enzim hidrolizi ile elde edilen
peptitlerdeki benzer yapilar, literatiir calismalari ile de desteklenmistir. Hidrojellerin
mikro yapilarina gelince, peptit icermeyen hidrojelin (sadece %10 KBZ) biiylik ve
bagli yapilara sahip oldugu goriilmistiir. Peptit igeren hidrojellerin mikro yapisi,
peptitlerin mikro yapisina benzerlik gostermistir. Bununla birlikte, ekli ve biiyilik
pargalara sahip goriintiler KBZ'den elde edilmistir. Peptit orani arttikga, daha
kompakt ve sert yapilara sahip hidrojeller olusmustur. %7,5 peptit igeren hidrojel
orneginde, daha kiiciik, yogun ve kompakt mikro yapilarin mevcut oldugu
gozlenmistir. FTIR sonuglar1 gbz oOniine alindiginda, bu durumun hidrojen bagi
sayilarinin ve elektrostatik etkilesimlerin fazlaligina baglandigi anlagilmaktadir (Ay
& Bagyigit, 2023).

4.3.2. Hidrojellerin su tutma kapasitesi
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Cizelge 4.5. Hidrojellerin su tutma kapasitesi/Te.; Tespit Edilemedi

Ornekler Su tutma kapasitesi
LBG (%0) Te.
LBG- %1 BP Te.
LBG- %5 BP Te.
LBG- %7,5BP Te.
LBG- %10 BP Te.

Protein bazli hidrojel sistemlerine karbonhidrat ilavesi, hidrojel yapisinda su
tutma kapasitesinin gelismesine neden olabillir (Ay & Bagyigit, 2023a).
Keciboynuzu zamki ilaveli hidrojellerin igerisinde polimerlerin daha kararli ag
yapilar1 olusturduklari tespit edilmistir ve buna gore kegiboynuzu zamki diisiik olan
hidrojellerin yapisal olarak daha diisiik sertlige ve kompaktliga sahip oldugu
goriilmiistiir. Hidrojel yapilarinin su tutma kapasiteleri tespit edilememistir, bunun
nedeni de elde edilen hidrojel yapilarinin su tutma kapasitelerinin yiiksek olmasidir
(Cizelge 4.5.).

4.3.3. Hidrojellerin sisme oram

Nar biyoaktif peptit iceren hidrojellerin sisme Ozellikleri incelenmis ve
cizelge 4.6' da sunulmustur. Hidrojeller, sisme Ozellikleri sayesinde suyu emme
yeteneklerini gostermistir. Sadece keciboynuzu zamki ile elde edilen hidrojelin sisme
orani %35,35 olarak bulunmustur. Nar biyoaktif peptit ilavesi hidrojellerin sisme
oranin1 6nemli Olclide arttirmistir (p <0,05). En yiiksek sisme oram1 %7,5 nar

biyoaktif peptit (%13,04) iceren hidrojelde tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Hidrojel fizikokimyasal analizleri

Ornekler Sisme oram (%) Protein Sizdirilabilirligi
(%)

LBG (%0) 5,35+0,2° -

LBG- %1 BP 10,58+0,78" 0,69+0,03°

LBG- %5 BP 11,89+0,37% 2,41£0,17°

LBG- %7,5BP 13,04+0,08" 3,01+0,11%°

LBG- %10 BP 12,95+0,58" 3,4440,11°

Onceki bir c¢alismada goriildiigii gibi tek basina protein kullanilarak
olusturulan hidrojellere gore protein ve karbonhidrat yapilarin1 bir arada bulunduran
hidrojellerin daha yiiksek sisme orani gosterdikleri goriilmiistir (Ay & Basyigit,
2023a). Bunun nedeni de yapisinda protein ve karbonhidrat bulunduran hidrojellerin
ag yapilar arasindaki elektrostatik itme kuvvetlerinin mekanik olarak direngli jellerin
olusmasina olanak saglamasidir. Sonug¢ olarak kompozit jel yapilarinin iistiin sisme

ozelligi gosterdigi tespit edilmistir.

4.3.4. Hidrojelin protein sizdirilabilirligi

Hidrojellerin protein sizdirilabilirligi sodyum fosfat tamponuna yerlestirilerek
belirlenmis ve sonuglar ¢izelge 4.6' da sunulmustur. Protein sizintis1 hidrojeller igin
istenmeyen bir durumdur. %1, 5, %7,5 ve %10 nar biyoaktif peptitleri iceren
hidrojellerin protein sizdirma degerleri sirasiyla %0,69, %2,41, %3,01 ve %3,44
olarak belirlenmistir. Sonuglar, nar biyoaktif peptit oraninin yiikselmesiyle protein

sizma degerlerinin arttigin1 gostermistir.

4.3.5. Hidrojellerin doku analizi

Biyoaktif peptitlerin ve hidrojellerin dokusal 6zelliklerini bulmak i¢in, bir TA-
XT art1 doku analizdrii (Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Surrey, Ingiltere)
kullanilmistir. Dokusal analizi yapmak i¢in HDP/90 platformu ile birlikte silindirik
bir prob ucu (P/0.5) kullanilmistir (Urganci & Isik, 2021).
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Cizelge 4.7. Hidrojellerin tekstiirel 6zellikleri

Ornekler Sertlik Esneklik
Yapiskanh Yumusakh Cignenebili
Kk Kk rlik
LBG 2008,18+6 -115,63+2, 0,60+0,00° 11,52,08+7 579,09+9,1
4,13° 95° 07° 9?
LBG- %1 2067+751 -126,78+0, 0,62+0,00°° 1230,64+2, 688,72+4.1
BP 03,39 70% 83° 0°
LBG- %5 2116,65£7 -159,28+8, 0,53+0,00°° 1257,42+9, 709,31+1,4
BP 2,00™ 01%® 06° 1
LBG- 24409649 -137.25+8, 0,63+0,00° 1461,89+6, 870,11+6,3
%7,5BP 7,73% 06° 36° 6°
LBG- %10 2286,96+2 -139,03+6, 0,60+0,00° 1389,35+7, 770,32+5,1
BP 6,68" 67° 07° 1?

Hidrojellerin doku profilleri gida ve farmasotik uygulamalarda kullanim
potansiyellerini gostermektedir. Keg¢iboynuzu zamki ve nar biyoaktif peptit bazl
dogal hidrojellerin sertlik, yapiskanlik, esneklik, yumusaklik ve c¢ignenebilirlik
degerleri cizelge 4.7°de sunulmustur. Nar biyoaktif peptit ilavesi sertlik degerini
arttirmistir. Kegiboynuzu zamkinin tek basina sertlik degeri 2008,18 iken, %7,5 nar
biyoaktif peptit ilavesi ile 2440,96 sertlik degeri gdstermistir.

Bununla birlikte, %10 nar biyoaktif peptit ilavesi hidrojelin sertlik degerini
nispeten azaltmistir. Sertligi daha yiiksek olan (%7,5 nar biyoaktif peptit igeren) jelin
morfolojik yapilarinin daha diizenli oldugu SEM goériintiileri ile desteklenmistir.
Daha yiiksek sertlige sahip jellerin daha diizenli bir mikro yapiya sahip oldugu daha

onceki arastirmalarda da vurgulanmistir (Korkut ve ark., 2024).

Ke¢iboynuzu zamki bazli hidrojellere nar biyoaktif peptit ilavesi jel yapisinin
esnekligini ve cignenebilirligini iyilestirmistir. Bu o6zellikler en iyi % 7,5 nar
biyoaktif peptit ilavesiyle elde edilmistir (Cizelge 4.7.). Bu karakteristik dokusal
davraniglar nar biyoaktif peptitlerini igeren jellerin iistiin yapisal biitiinliige sahip
oldugunu gostermistir. %7,5 nar biyoaktif peptit iceren hidrojelin sert ag yapisi

hidroksil gruplar1 tarafindan olusturulan daha gii¢lii hidrojen baglarinin varlig: ile
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iliskilendirilebilir.

4.3.6. Hidrojellerin termal karakterleri

Termal degerlendirmeler Termogravimetrik Analizér (DTG-60H, Shimadzu)
kullanilarak yapilmistir. Dondurularak kurutulmus toz numuneleri (biyoaktif peptit
ve hidrojeller) (3-5 mg) dikkatli bir sekilde platin kaplara yerlestirilerek azot
atmosferi altinda analize tabi tutulmustur. Sicaklik 10 K / dk oraninda 30 ila 1000 °
C araliginda artmaistir.

Cizelge 4.8. TGA
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Peptit hidrojellerin  termal bozunma davranigslart TGA egrileri ile
incelenmigstir. Cizelge 4.8’de, hidrojel numunelerinin TGA egrileri sunulmustur.

Tim hidrojeller i¢in termal bozunma 3 adimdan olusmaktadir.

Ik asamada, numune agirligmin yaklasik %11'1 kaybedilmistir. Bu olay,
serbest ve bagli suyun desorpsiyonuna baglanmistir (Oz & Siifer, 2012).

Ikinci asama yaklasik 210 °C'de baslamistir ve 390 °C'de sona ermistir. Bu
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sicaklik araliginda %80 (%0 peptit iceren hidrojel), %75 (%1 peptit iceren hidrojel),
%72 (%5 peptit iceren hidrojel), %65 (%10 peptit iceren hidrojel) ve %59 (%7,5
peptit igeren hidrojel) hidrojel agirlik kayiplar1 meydana gelmistir. Numuneler igin
bu sicaklikta meydana gelen olaylar molekiiler zincirin termal ayrigsmasi ile
iliskilendirilmistir (Kamiloglu, 2019).

Uciincii ve son termal asamada, hidrojellerde yaklasik % 15-20 oraninda
agirhk kaybi meydana gelmistir. Termal olaylar 1000 °C'ye kadar devamlilik
gostermistir. %7,5 peptit iceren hidrojelde az miktarda kiitle kalintis1 tespit
edilmistir. Bu, daha fazla hidrojen bag ile iligkilendirilmis ve FTIR spektrumlari
tarafindan da dogrulanmustir.

4.3.7. Hidrojellerin antioksidan ve protein salinimi

Hidrojel 6rneklerinin antioksidan aktivite ve in vitro salinim dinamikleri daha
once yayinlanan bir metot {lizerinde bazi modifikasyonlar yapilarak
degerlendirilmistir (Yiicel & Karatoprak, 2020). Bu prosediirde hidrojel sistemleri
oda sicakliginda 0,2 M sodyum fosfat tamponuna (pH 7,0) daldirilmistir. Daha sonra
I mL salmim c¢ozeltisi, 7 saat siliresince her 60 dakika araliklarla bir pipet
kullanilarak almmistir. Cekilen hacme gore ek sodyum fosfat tamponu geri
eklenmistir.

Cizelge 4.9. Hidrojel 6rneklerinin salinimi
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PBS'de (0,2 M, pH 7,0) peptit yiiklii hidrojellerin antioksidan aktivite ve
protein salimim davranisi arastirilmistir. Analiz, 7 saat boyunca oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Grafikler, hidrojellerin antioksidan aktivitesine ve protein

salimimina gére zamanin bir fonksiyonu olarak hazirlanmis ve elde edilen veriler
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cizelge 4.9°de verilmistir.

Hem antioksidan aktivitede hem de protein saliniminda zamana bagl artan
degerler gozlenmistir. Bu degerlerin hidrojellerin yapisindaki peptit konsantrasyonu
miktarlar ile dogrudan iliskili oldugu tespit edilmistir. 7 saatin sonunda, %10 peptit
iceren hidrojel numunesinde maksimum oranda salinim meydana gelmistir. %10
peptit iceren hidrojel numunesi, yaklasik %3 antioksidan aktivite salinimi ve %4,5
protein salinimi sergilemistir. Analiz edilen tiim hidrojel orneklerinin salinim
davranis1 kabul edilebilir seviyede bulunmustur. Bu fenomen, hidrojellerin yiiksek

polisakkarit i¢erigi ve kompakt yapisi ile iligskilendirilmistir.

Literatiirde kafeik asit ve bazi ilaglarla benzer ¢alismalar yapilmistir ve bu
caligmalarin sonuglari %5'in olduk¢a iizerinde oldugu gorilmiistir (Yicel &
Karatoprak, 2020). Sonuclarin degerlendirildiginde, tez c¢alismasi kapsaminda
tiretilen hidrojellerin tibbi ve farmasdtik uygulamalarda biyoaktif bilesen tasiyicisi
olarak kullanim potansiyeline sahip olduklar1 ortaya konulmustur. Biyoakitf peptit
iceren hidrojeller biyoaktif bilesen salinimi agisindan 6nceki ¢alismalara gore daha

iistiin davraniglar sergilemistir.

4.3.8. In vitro ve gastrointestinal salimim davramsi

Oral faz simiilasyonu i¢in, ii¢ gramlik hidrojeller 4,8 ml’lik bir SSF (simiile
edilmis tikrik sivisi) ¢ozeltisine daldirilmistir. Daha sonra, a-amilaz (75 U / mL’lik
bir enzim aktivitesi ile) ve 25 uL kalsiyum kloriir ¢ozeltisi (0,3 M) kombinasyonu
eklenmistir. Karistmin pH'1 1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilarak 7,0'a
ayarlanmig ve toplam hacim damitilmis su kullanilarak 9 mL’ye getirilmistir.
Karigim daha sonra bir su banyosunda 37 ° C'de 2 dk boyunca karistirmaya tabi

tutulmustur.

Gastrik faz simiilasyonu i¢in, oral bolusun 4,5 mL’si (tiikiiriik tarafindan
sindirilen hidrojel) 4,095 mL SGF (simiile edilmis mide sivisi) ile karigtirilmastr.
Sindirim islemi, pepsin (2000 U / mL), 2,25 pL 0,3 M kalsiyum kloriir ¢ozeltisi, pH'1
3,0'a ayarlamak i¢in 1 M hidroklorik asit ¢ozeltisi ve 402,75 puL damitilmis su
eklenerek baslatilmistir. Karisim bir su banyosunda 37 © C'de 2 saat siiresince

karigtirilmastir.

Bagirsak fazi simiilasyonu i¢in, 4,5 mL kimiis (mide sivisi tarafindan

sindirilen hidrojel) iceren bir cam sise 4,1625 mL SIF (simiile edilmis bagirsak
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stvist) ile karistirilmistir. Karigim, enzimler (pankreatin), 45 mg safra tuzlari, 10 pL
0,3 M kalsiyum kloriir ¢ozeltisi, pH'1 7,0'a ayarlamak i¢cin 1 M sodyum hidroksit
coOzeltisi ve 328,50 puL damitilmis su ile desteklenmistir. Sindirim islemi, bir su
banyosunda 37 © C'de 2 saat karistirilarak stirdiiriilmiistiir. Tiim asamalardan alinan
ornekler kurutulmustur. Antioksidan aktivite icin DPPH ydntemi (Ergin, 2019) ve

protein miktarini belirlemek i¢in Bradford yontemi kullanilmastir.

Cizelge 4.10. Hidrojel 6rneklerinin in vitro salinimi (%)

Ag1z Mide Bagirsak
Orne
kler
Bradford DPP Bradford DPP Bradford DPP
H H H
LBG - - - - - -

LBG- 0,52+ 0,49+0,00 5,56+  5,42+0,02 2437  24,12+0,02

%1 0,01 0,01 +0,02

BP

LBG- 1,24+ 1,16+0,00 6,82+ 6,13+0,00 26,51  25,84+0,01
%S5 0,00 0,02 +0,00

BP

LBG- 1,53+ 1,34+0,00 8,65+ 7,93+0,01 30,65 29,69+0,02
%7,5B 0,00 0,01 +0,01

P

LBG- 2,01+ 1,93+0,01 10,95 9,91+0,00 32,98 31,85+0,02
%10 0,01 +0,00 +0,02

BP

Farkli konsantrasyonlardaki peptitlerle olusturulan hidrojellerin agiz, mide ve
bagirsaklarda salinim davranist arastirilmistir. Simiile edilmis gastrointestinal
sindirime maruz kalan hidrojel 6rneklerinin protein ve antioksidan salinimi degerleri

cizelge 4.10’da verilmistir.

Peptitler, kaynak, miktar ve amino asit bilesimi ile yiiksek oranda iliskili
antioksidan kapasitelere sahiptir (Yiiksel & Inang, 2022). Bu nedenle, hidrojelin
peptit igerigi antioksidan aktivitesine katkida bulundugundan, yiiksek peptit icerigine
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sahip hidrojelin sindirim sirasinda yiiksek salinim yapmasi beklenmistir. Oral fazda,
tiim hidrojeller 2 dakikalik tedaviden sonra ¢ok az salinim davranigi gostermistir. En
yiiksek peptit oranina (%10) sahip hidrojel, diger hidrojellerden daha yiiksek salinim
sergilemistir ancak mide ve bagirsak evresine gore, salinimin ¢ok diisiik bir oran

oldugu goriilmiistiir (% 2,01 protein, % 1,93 antioksidan aktivite salinimi).

Mide fazinda 2 saatlik sindirim isleminin sonunda hidrojellerin salinim
davraniginda bir artis tespit edilmistir. Bu asamada %10 peptitli hidrojel en yiiksek
salmim davranisint sergilemistir (%10,95 protein, %9,91 antioksidan aktivite
salinimi). Kurkumin yiiklii hidrojel 6rneklerinde de benzer degerler goriilmiistiir (Ay
& Bagyigit, 2023).

Bagirsak fazinda 2 saatlik sindirimden sonra, numunelerin salinim oranlari
artmaya devam etmistir. %1 peptit iceren hidrojel numunesi, donem sonunda en az
salmim davranis1 sergilemistir (%24,37 protein, %?2412 antioksidan aktivite
saliimi). %10 peptit iceren hidrojel numunesi en fazla salinimimn meydana geldigi
ornek olarak 6ne ¢cikmistir (%32,98 protein, %31,85 antioksidan aktivite salinimi).
%5 ve %7,5 peptit igeren hidrojel numuneleri sindirim siiresi boyunca diger
hidrojellere oranla daha ortalama salilmim degerleri gostermislerdir (Cizelge 4.10.).
Daha yavas salmim hizi, daha yiiksek biyoerisilebilirligi ve biyoyararlanimi

gosterdigi tespit edilmistir (Yiizer, 2023).

Calismamizdaki tiim degerler goz Oniine alindiginda NCBP ve KBZ
biyomateryalleri ile {iretilen hidrojel sistemlerinin; biyoaktif maddeler i¢in yiiksek

verimli, kontrol edilebilir tasiyicilari olarak kullanilabilecekleri fikri ortaya ¢ikmistir.

4.3.9. Hidrojellerin cevresel strese kars1 davramslari

Elde edilen veriler, %7,5 biyoaktif peptit iceren hidrojellerin tekstiirel ve
salimim Ozellikleri bakimindan 6ne c¢iktigin1 gostermektedir. Bu nedenle, %7,5
biyoaktif peptit iceren hidrojel 6rnekleri ¢esitli cevresel streslere maruz birakilmistir.
Orneklerin antioksidan ve protein saliim 6zellikleri; farkli pH degerleri, iyonik stres
(farkli konsantrasyonlardaki tuz ¢ozeltileri) ve sicaklik kosullar1 altinda izlenmistir.

Elde edilen veriler grafiklerde gdsterilmektedir.

%7,5 peptit iceren hidrojel, diger hidrojellerin tekno-fonksiyonel
ozelliklerine, dokusuna ve termal davranisina gore en iyi drnek olarak secilmistir. Bu

hidrojelin farkli pH, tuz konsantrasyonu ve sicaklikta salinimlar1 grafiklerde
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vurgulanmistir.

Hidrojellerin antioksidan aktivitesi ve protein salinim profili 7 saat boyunca

takip edilmistir.

Cizelge 4.11. Hidrojellerin ¢evresel streslere bagli antioksidan ve protein salinimlari
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Cizelge 4.12. Hidrojellerin gevresel streslere bagli antioksidan ve protein salinimlari
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Cizelge 4.12. Hidrojellerin ¢evresel streslere bagli antioksidan ve protein salinimlari
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Sekil 4.4. pH degisimine gore salinim davranisi

Hidrojel numuneleri, pH 3 (asidik), pH 7 (nétr) ve pH 11 (bazik) olmak {izere
tic farkli pH degerine sahip ¢ozeltilere yerlestirilmistir (Sekil 4.4.). Hidrojelin salinim
davranisi, ¢ozeltilerden her saat basi numune alinarak arastirilmistir. Burada en
yiiksek salinim pH 11'de, en diisiik salimm ise pH 7'de gdzlenmistir. Izoelektrik
noktadan uzaklastikga protein ¢Oziiniirligiiniin arttigt ve dolayisiyla salinim
davraniginin da arttigr diistinlilmektedir. Ancak protein saliniminin, antioksidan

aktivite salinimindan daha fazla artig gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Hidrojelin farkli konsantrasyonlardaki tuz ¢ozeltileri igerisindeki salinim
gorinutisu

Farkli pH'larda g6zlenen salim davranisi, farkli konsantrasyonlardaki (0,5 M,
1,0 M, 1,5 M) tuz cozeltilerinde de tespit edilmistir (Sekil 4.5.). En yiiksek
antioksidan ve protein saliniminin, tuz konsantrasyonu en yiiksek olan ¢ozeltide (1,5
M) oldugu goriilmiistiir. Ancak, protein saliniminin antioksidan salinimindan daha
yiiksek oldugu bulunmustur. En diisiik salimimin 0,5 M konsantrasyonlu tuz
cozeltisinde oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, antioksidan 6&zelligin tuz

konsantrasyonu artist ile iliskilendirilmistir.
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Sekil 4.6. Hidrojel salinim davranist i¢in farkli sicakliklar

Hidrojel numunelerinin sicakliga karsi salinim davranigi 25, 50 ve 75 °C'de
incelenmistir (Sekil 4.6.). Sicakliga karst salinim davranisinda, tuz ve pH
ozelliklerine gore daha yliksek protein salinimi oldugu tespit edilmistir. 75 °C'de 7
saatte %8 oraninda protein salinimi gerceklesmistir. Ancak, antioksidan aktivite
saliim davranisi i¢in ayni seyi sOylemek miimkiin degildir. Protein salinimi 75 °C'de
%8 civarindayken, antioksidan aktivite salmimi sadece %0,8 olarak
bulunmustur. Antioksidan aktivitenin sicakliktan dogrudan etkilenerek etkinligini
kaybettigi bilinmektedir (Meral, 2016).

Sonuglar g6z Ontine alindiginda, peptit hidrojellerin yalnizca tibbi ve
farmasotik alanlarda biyoaktif bilesen tasiyici olarak degil, ayn1 zamanda gida
endistrisinde, 6zellikle gida isleme siireglerinde de onemli bir potansiyele sahip

oldugu anlagilmaktadir.

4.4. Biyoaktif Peptit ve Hidrojellerin Taramal Elektron Mikroskobu

Goriintiileri

Biyoaktif peptit ve hidrojel Orneklerinin morfolojisi, taramali elektron
mikroskobu (SEM) (ZEISS Sigma 300 Alan Emisyonu SEM, Oberkochen, Almanya)
(Mohammed & Abdullah, 2018) kullanilarak incelenmistir. Goriintiilemeden 6nce,

dondurularak kurutulmus numuneler, altin-paladyum ile vakum destekli bir kaplama

39



BULGULAR B. Fidan KORKMAZ YILDIRIM

islemine tabi tutulmustur. Elde edilen goriintiiler 2,00 kx ve 5,00 kx biiylitme

diizeylerinde yakalanmigtir

Sekil 4.7. BP ve hidrojellerin SEM goriintiileri

(A: Nar BP, B: %0 NBP-H, C: %1 NBP-H, D: %5 NBP-H, E: %7.5 NBP-H,
F: %10 NBP-H)

Bu boliimiin amaci biyoaktif peptitlerin ve hidrojellerin yapisal 6zelliklerini
ve morfolojik yapisini incelemektir. Hidrojel 6rneklerinin SEM goriintiileri Sekil 13°
te sunulmustur. Gorseller, tiim hidrojellerde benzer siki bir yapinin baskin oldugunu
gostermistir. Peptit miktar1 hidrojellerin rengini belirlemistir. Peptit konsantrasyonu
arttikca renk koyulagmistir. Biyoaktif peptitlerin ve hidrojellerin SEM goriintiileri
Sekil 13 te verilmistir.
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Peptitin morfolojik yapisi, (Sekil 13. A) nispeten tekdiize boyut ve sekle
sahip ayrica rastgele katmanlardan olusan karmasik bir yapi sergilemistir. Enzim
hidrolizi ile elde edilen peptitlerdeki benzer yapilar literatiir ¢alismalar1 ile de

desteklenmistir.

Hidrojellerin mikro yapilart ise, peptit igermeyen hidrojelin (sadece %10
LBG) biiyiik ve bagli yapilara sahip oldugu goriilmiistiir. Peptit oran1 arttikga daha
kompakt ve sert yapilara sahip hidrojeller olusmustur. %7.5 peptit i¢eren hidrojel
orneginde daha kiiclik, yogun ve kompakt mikro yapilarin mevcut oldugu

gozlenmistir.

Elde edilen goriintiiler ve FTIR sonuglar1 gbz ontline alindiginda gozlemlenen
bu durumun yapi igerisinde daha fazla sayida hidrojen bagina sahip olmasi ve
elektrostatik etkilesimlerin fazlaliindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica, bu

fenomen, jellerin fonksiyonel 6zellikleri ve mekanik davranisi ile dogrulanmistir.

4.5. FTIR analizi biyoaktif peptit ve hidrojeller

Dondurularak kurutulmus biyoaktif peptit ve hidrojel drneklerinde bulunan
fonksiyonel gruplart aydinlatmak i¢in, bir [RTracer-100 (Kyoto, Japonya merkezli
Shimadzu Corporation) cihazi kullanilarak FTIR spektroskopisi analizi yapilmstir.
Olgiimler, 500-4000 cm-1 spektral araligmi kapsayan 1 cm-1 'lik yiiksek bir
¢Oziiniirliikle gerceklestirilmistir.

41



BULGULAR B. Fidan KORKMAZ YILDIRIM

Cizelge 4.12. FTIR spektrumlari
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Polisakkarit ve peptit arasindaki olast molekiiller igi/molekiiller arasi
etkilesimleri belirlemek icin hidrojel drneklerinden elde edilen FTIR spektrumlari
incelenmistir. Kegiboynuzu zamki, nar ¢ekirdegi biyoaktif peptiti ve dondurularak
kurutulmus hidrojel sistemlerinin FTIR spektrumlart ¢izelge 4.12°de sunulmustur.
Kegiboynuzu zamki FTIR spektrumlarinda, 2935 ¢cm-1 'de (CH, CH2 ve CH3) C-H
gerilmesinin karakteristik pikleri tespit edilmistir. Ayrica karbonhidrat bolgesi olarak
adlandirilan 1300-750 cm-1 dalga boylarinda, 1140 cm-1 (O-H biikme), 1027 cm-1
(C-O-H germe) (Singh ve ark., 2022) , 875 cm-1 (B bagli D-mannopiranoz birimleri)
ve 820 cm-1 (o bagh d-galaktopiranoz) kegiboynuzu sakizina ait olan zirve noktalari

gozlenmistir.

Daha onceki ¢aligmalara gore spektrumlarda amid I (1700-1600 cm-1), amid
IT (1600-1500 cm-1) ve amid III (1300-1200 cm-1) bantlar1 olan ayirt edici peptit
ozellikleri tespit edilmistir. Amid I bantlart C=0 gerilme ile iliskilidir, amid II ve
amid III bantlar1 C-N gerilme/N-H egilme titresimine karsilik gelir (Orta kizilotesi
bolgede Fourier doniisiim spektroskopisi ile gida proteinlerinin ikincil yapisi). Bu
bantlar peptit spektrumunda 1652 cm-1 (amid I), 1511 cm-1 (amid II) ve 1249 cm-1
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(amid IIT) dalga boylarinda tespit edilmistir.

Hidrojellerin FTIR spektrumlarinda, peptit icermeyen hidrojelde (%0)
LBG'nin tiim spesifik pikleri tespit edilmistir. Peptit iceren hidrojellerde keci
boynuzunun spesifik pikleri de gézlenmistir. Peptit konsantrasyonu arttik¢a piklerin
derinligi artis gostermistir. Bununla birlikte, hidrojeldeki peptit oraninin artmasiyla
FTIR spektrumlarinda énemli degisiklikler meydana gelmistir. Peptit oranmi arttikca
Ozellikle amid I bantlarinda kaymalar gozlenmistir. Amid I bandi en diisiik
konsantrasyondan en yiiksege dogru sirasiyla 1653 cm-1 (%0), 1655 cm-1 (%1),
1660 cm-1 (%S5), 1667 cm-1 (%7,5) ve 1664 cm -1 (%10) dalga boylarinda
bulunmustur. En yiiksek dalga boyu kaymasi %7,5 peptit konsantrasyonuna sahip
hidrojelde gozlenmistir. Bu varyasyonlar, hidrojel sistemleri i¢indeki molekiiller
arasi hidrojen baglariin miktarinin artmasiyla agiklanabilir. Bu fenomen, LBG ile
karboksil peptit grubu arasinda olusan hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesimlere

baglanabilir.
Hidrojen baglarinin ve elektrostatik etkilesimlerin bollugu, fonksiyonel ve

mekanik 6zellikleri agisindan hidrojel sistemlerine belirgin faydalar saglar (Basyigit

ve ark., 2023b). Bu sonugclar, ¢alismamizda gézlemlenen sonuglarla ortiismektedir.
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5. TARTISMA

Nar meyvesi, taze meyve olarak tiiketilmesinin yani sira; gida sanayiinde
meyve suyu, nar eksisi ve nar sarabi gibi bir¢ok gidanin liretiminde kullanilabilen bir
iirlindiir. Sadece gida sanayiinde degil kozmetik ve ilag sanayiinde kullanim alanlari
mevcuttur. Nar meyvesinin iglenmesi sirasinda atik olarak kabuk ve cekirdek gibi
degerlendirme potansiyeli olan irlnler agiga c¢ikmaktadir. Olusan atiklarin
degerlendirilmesi hem c¢evre kirliginin azaltilmast hem de ekonomik faydalar

saglayarak kaynaklarin korunmasinda fayda saglama potansiyelindedir.

Narin meyve kisimlarinin kullanilmasi yami sira son ¢alismalarda nar
cekirdegi yag1 soguk pres yontemi ile elde edilerek ¢esitli sektorlerde kullanilmaya
baglanmistir. Ayrica nar cekirdeginin sadece yag degil onemli miktarda protein

icerdigi de bilinmektedir.

Yapmis oldugumuz bu tez calismasi sonucunda gida isleme esnasinda atik
olarak ortaya cikan nar cekirdeginin sahip oldugu proteinler biyoaktif peptit
iretiminde kullanilmistir. Elde edilen biyoaktif peptitler gida endiistrisinde kivam
arttiric1 olarak kullanilmakta olan kegiboynuzu gamu ile birlestirilip gelismis yapisal

ve fonksiyonel 6zelliklere sahip hidrojel sentezlenmesi amaglanmistir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada, meyve isleme yan iirlinlerinden elde edilen nar c¢ekirdegi
proteininden biyoaktif peptit iretilmistir. Biyoaktif peptitler, hidrojel yapiminda
farkl1 konsantrasyonlarda degerlendirilmistir. Peptitler eklenerek dogal antioksidan
Ozellige sahip hidrojeller iretilmistir. Peptitlerin farkli oranlarda eklenmesi,
hidrojellerin sisme ve sizdirabilirlik gibi tekno-fonksiyonel 6zelliklerini ve dokusal
davraniglarini etkilemistir. Analiz sonucunda belirlenen optimum noktadaki hidrojel
numunesi (%7,5 peptit iceren hidrojel) cevresel streslere (sicaklik, pH, iyonik) maruz
birakilmis ve olumlu sonuglar kaydedilmistir In vitro sindirim kosullarina salim

davranisi sonuglariin da istenilen diizeyde oldugu belirlenmistir.,
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7. ONERILER

Bu sonuglar goz 6niine alindiginda, nar ¢ekirdegi biyoaktif peptitleri ve kegi
boynuzu zamkindan iiretilen hidrojellerin sindirim sistemindeki biyoaktif bilesenleri
ve aktif maddeleri (ilaglar1) tasimak icin kullanilabilece§i sonucu ortaya ¢ikmustir.
Bununla birlikte, bu hidrojel sistemlerinin doku onarici, biyoaktif madde/ila¢ tasima

ozelliklerinin agikc¢a gosterilebilmesi i¢in in vivo ¢aligsmalara da ihtiyag vardir.
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