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Ozet

Canlilarin beslenmesinde yer alan proteinler, biiyliime, gelisme, hormon ve enzimlerin sentezi gibi birgok hayati
mekanizmada yer alan hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde onemli bir role sahiptir. Proteinler,
bitkisel ve hayvansal kaynakli proteinler olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Genellikle hayvansal kaynakli
beslenmeden basta et ve et tiriinleri olmak iizere protein ihtiyacimizi karsiliyor olsak da bitkisel proteinlerde
beslenmemizde hem direkt protein kaynagi olan hammaddelerle hem de ekstrakt olarak yer aldiklar: @iriinlerin
tiiketimi ile yer almaktadir. Protein izolatlar1 bitkisel kaynaklardan izoelektrik ve tuz ¢oktiirmesi yontemleri ile
ayristirilmakta ve elde edilen proteinler fonksiyonel 6zelliklerine gore gida formiilasyonlarinda
kullanilmaktadir. Bu derlemede, izoelektrik ve tuz ¢oktiirmesi yontemlerinin ayr1 ayri protein izolatlariin
tiretilmesine olan etkilerinin arastirilmasi, elde edilen izolatlarin verimliligi ve fonksiyonel 6zelliklerinin
karsilastirilmasi konusunda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Bitkisel protein, izoelektrik ¢oktiirme, amonyum stlfat ¢oktiirme

Comparison of Protein Precipitation Methods
Abstract

The proteins involved in living organisms have an important role in the fulfillment of cellular functions
involved in many vital mechanisms such as growth, development, synthesis of hormones and enzymes. Proteins
are divided into two groups as plant and animal derived proteins. Although we generally compensate our
protein needs from animal derived proteins especially meat and meat products, plant proteins in our diet are
included with both direct source of raw materials and extracts in the consumption of products. Protein isolates
are separated from plant sources by isoelectric and salt precipitation methods and the proteins obtained are
used in food formulations according to their functional properties. In this review, the effects of isoelectric and
salt precipitation methods on the production of individual protein isolates were investigated, and the efficiency
and functional properties of the isolates were compared.

Keywords: Plant protein, isoelectric precipitation, ammonium sulphate precipitation

Giris

Proteinler, viicutta dokularin énemli bir bileseni
olmakla birlikte hormon, antikor, niikleik asit ve
enzim gibi onemli biyolojik faaliyetlerde yer
alan molekiillerin yap1 tasidir. Enzimlerin yap1
tas1 olan proteinler, biyokimyasal tepkimelerde
katalizor islevi goriir ve metabolizma igin
yasamsal bir role sahiptirler. Proteinlerin bir
kismi insan viicudu tarafindan
sentezlenebilirken bir kismi sentezlenemez ve
insan viicudunun sentezleyemedigi amino
asitlerin (esansiyel amino asitler) digaridan besin

yoluyla viicuda alinmasi gerekir (Nelson ve Cox,
2005).

Giiniimiizde, artan niifus ile beraber beslenme
icin gerekli olan protein kaynaklarina olan
ihtiya¢ da artmaktadir. Mevcut ve artan niifusun
dengeli beslenmesi i¢in gerekli olan hayvansal
protein  a¢i@inin  karsilanmas1  giderek
giiclesmektedir. Bu acigin karsilanmasinda
bitkisel proteinlerin kullanimi giderek &nem
kazanmaktadir. Ayrica saglikli beslenme ve
kisisel gelisim konusunda bilgilerin gliniimiizde
cok fazla giindemde olmasi nedeniyle de
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vejetaryen ya da vegan olma konusuna olan ilgi

artmaktadir.  Dolayisiyla  bitkisel protein
eldesinde  protein igerigi  yiiksek  yeni
hammaddeler bulunmalidir. Ticari olarak

pazarda bitkisel kaynakli en fazla iiretim ve
tilketime sahip olan protein grubu soya
proteinleridir. Ancak, soya fasulyesinin gida
alerjilerinin =~ %90’m1  olusturan 8  besin
grubundan biri oldugu tahmin edilmektedir
(FDA, 2004). Bu nedenle son yillarda, soyaya
alternatif bezelye, ac1 bakla, fasulye, patates,
misir, piring ve aygicegi proteinleri {izerine
calismalar yapilmaktadir (Ozdemir ve ark.,
2013). Yapilan caligsmalarda, soyaya alternatif
cesitli bitkisel kaynaklar i¢cin maksimum verim
saglamak amaciyla alkali, asit ve su
ekstraksiyonu/izoelektrik ¢oOktiirme, tuz
ekstraksiyonu/misel ¢oktiirme ve ultrafiltrasyon
yontemleri protein konsantresi veya izolati
iretme yontemleri olarak kullanilmaktadir
(Boye ve ark., 2010). Elde edilen protein
konsantreleri veya izolatlari, direkt protein
kaynagi olarak kullanilabilecegi gibi iiriiniin
fonksiyonel ozelliklerini gelistirmek amaciyla
islenmis et Uriinlerine, firincilik ve pastacilik
iiriinlerine ve ekstriide iirtinlere ikame edilerek
de kullanilmaktadir (Klupsaite ve Juodeikiene,
2015). Protein elde etme ydntemleri, farkli
hammaddeler i¢in protein verimi agisindan
farkliliklara sebep olmaktadir. Bu nedenle, farkli
hammaddeler icin en uygun
ekstraksiyon/¢oktiirme ydnteminin bulunmasi
gerekmektedir. Aym1  zamanda,  bitkisel
kaynaklardan farkli  ekstraksiyon/coktiirme
yontemleriyle iiretilen protein konsantreleri veya
izolatlarinin farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip
olmasi, bu yontemlerin hangisinin hammaddeye
uygunlugunun bulunmasi bu konuda yapilan
caligmalarin 6nemini arttirmaktadir (Karaca ve
ark., 2011).

Protein ayirma ve saflastirma yontemleri
Proteinlerin  ayrilmast1 ve  saflastirilmas,
hammaddenin ekstraksiyonu ile proteinlerin
izole edilmesi ve istenmeyen kontaminantlarin
uzaklastirilmast olarak  tanimlanmaktadir
(Unliisayin, 2009).

Ayirma ve saflastirma yontemleri proteinlerin
¢oziiniirliik, boyut, yiik ve baglama afinitesi gibi
fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden
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yararlanilarak uygulanmaktadir (Berg ve ark.,
2015). Proteinlerin bu o6zelliklerine gore
uygulanan ayirma yontemleri Cizelge 1°de
verilmistir.

Cizelge 1. Fiziksel ve kimyasal ozelliklerine
gore protein aywrma yontemleri (Kumar ve
Sharma, 2015)

Ayirma Islemleri Ozellik
1. Coktiirme
-Amonyum siilfat Coziiniirlik
-Izoelektrik Coziiniirlik, pH
2. Kromatografi
-fyon Degisimi K. Yk, yiik dagilimi
-Jel Filtrasyon K. Boyut, sekil
3. Elektroforez Yiik, boyut, sekil
4. Santrifiij Boyut, sekil
5. Ultrafiltrasyon Boyut, sekil

Proteinlerin ¢oktiirerek eldesi hem hizli bir
ayrilma hem de istenilen saflikta iiriin eldesi igin
daha ekonomik ve giivenilir bir yontem olmasi
sebebiyle yaygin olarak kullanilmaktadir
(Sivasankar, 2005). Coktirerek elde etme
yonteminde proteinlerin ¢oziiniirlik 6zelligi
kullanilmaktadir  ve  proteinlerin  ¢6zelti
icerisindeki ¢Oziiniirliigli, yapisindaki amino
asitlerin hidrofobik ve hidrofilik gruplarin
dagilimina bagli olmakla birlikte sicaklik, pH
degeri, iyonik kuvvet ve tuz konsantrasyonu gibi
faktorler ile degismektedir (Bonner, 2007).
Coziintirligh etkileyen bu faktorler kullanilarak
cesitli ¢oktiirme yontemleri uygulanmaktadir.

izoelektrik noktaya bagh ¢coktiirme

Izoelektrik ¢oktirme yontemi ile proteinler,
¢Ozeltinin pH degeri ayarlanarak
coktiiriilmektedir. Proteinlerin yap1 tasi olan
amino asitler, a-karbon atomuna bagl bir
karboksil grubu (COOQOH), bir amino grubu
(NHy), bir hidrojen atomu (H) ve degisken grup
(R: Radikal grup) olmak iizere 4 gruptan
olusmaktadir (Saldamli ve Temiz, 2017).
Proteinler, yapisinda bulunan karboksil (COOH)
ve amino (NHz) grubu nedeniyle hem pozitif
yikli hem de negatif yiikli gruplar ile
kaplidirlar. Proteinler, asidik ortamda baz gibi,
bazik ortamda asit gibi davranma o0zelligine
sahiptir. Proteinin net yiikiinlin sifir oldugu pH
degeri ise o proteinin izoelektrik noktasi (pl)



Protein Coktiirme Yontemlerinin Karsilastirilmasi

olarak adlandiriimaktadir. izoelektrik noktada
art1 ve eksi yiikler esit olmasi sebebiyle benzer
molekiiller arasinda elektrostatik itmeler yerine
¢ekmeler olugmasi proteinlerin ¢okmesine neden
olur (Novak ve Havli, 2016).

Izoelektrik  ¢oktirme  oOzellikle  baklagil
proteinlerinin  elde  edilmesinde  siklikla
kullanilan yontemlerden biridir (Fernandez ve
ark., 1997; Aydemir ve Yemenicioglu, 2013;
Muranyi ve ark., 2016; lyenagbe ve ark., 2017,
Lara-Rivera ve ark., 2017; Chao ve Aluko, 2018;
de la Rosa-Millan ve ark., 2018; Pazmino ve
ark., 2018). Genel olarak izoelektrik ¢oktiirme
yonteminde hammadde belirli bir orandaki
coziiciide karnistirilarak karigimin pH degeri
alkali (8-11) olarak ayarlanir ve belirli bir siire
ve sicaklikta protein ekstraksiyonu saglanir. Bir
sonraki asamada ise karisimin pH degeri (4-5)
izoelektrik noktasina getirilerek proteinler
coktiiriiliir ve santrifiij islemi ile proteinler elde
edilir (Boye ve ark., 2010). Bu iirlinlerin kuru
maddede icerdikleri protein miktari minimum
%65 ve lizerindeyse protein konsantresi; %90 ve
lizerinde ise protein izolati olarak adlandirilir
(Uzzan, 1988). Alkali ekstraksiyon ve
izoelektrik ¢oktiirme yonteminin akis diyagrami
Sekil 1°de gosterilmistir.

Bu yontem ile yapilan g¢aligmalarda yiiksek
oranda protein igerigine sahip protein
konsantreleri ve izolatlar1 elde edildigi
goriilmektedir. Ivanova ve ark. (2017) tarafindan
yapilan ¢aligsmada, izoelektrik ¢oktiirme yontemi
ile pH 12 degerinde (40 °C, 75 dk.) kolza tohumu
kiispesinden proteinler ekstrakte edilmis, pH 4.5
degerinde ¢oktiriilmiis ve %86.86 oraninda
protein iceren protein konsantreleri elde edildigi
goriilmiistiir. Aryee ve Boye (2017) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, 25 °C’de, pH 9 degerinde
ve 1:10 kati:sivi oraninda proteinler ekstrakte
edilmis ve pH 4.5 degerinde ¢oktiirme islemine
tabi tutulmus mercimek protein izolatinin
protein icerigi %90.15 olarak bulunmustur.
Mune ve Sogi (2015) tarafindan yapilan bir diger
calismada, hammadde olarak boriilce ve
bambara fasulyesi se¢ilmis ve 6n islem olarak
tohumlardan ~ yag  uzaklagtirllma  islemi
uygulanmustir, Elde edilen protein
konsantrelerinin protein igerigi bdriilce ve
bambara fasulyesi i¢in sirastyla %78.15 ve 73.70
olarak bulunmustur. Caligmada, proteinler pH 10

degerinde oda sicakliginda 120 dakika ekstrakte
edilirken, ¢oktiirme islemi pH 4.5 degerinde
gerceklestirilmis ve sonrasinda sirasiyla santrifiij
ve dondurarak kurutma islemleri uygulanarak
protein konsantreleri elde edilmistir. Bir diger
calismada ise, siyah mercimek su ile seyreltilmis
(1:10 v/v, pH 10, 1 saat, oda sicaklig1), ardindan
santrifiij islemi ile ayrilan siipernatantin pH
degeri 4.5’e ayarlanarak proteinler ¢oktiiriilmiis
ve santrifiij ve liyofilizasyon islemleri ile elde
edilen protein konsantrelerinin protein igerigi
%86.83 olarak bulunmustur (Wani ve ark.,
2015). Wani ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir

[ Baklagil tohumu ]
[ Ogiitme ]
[ Yag Uzaklagtirma ]
'
Karizim

Kati: Coziici oram: 1:5-1:20

}

Alkeali ekstrakesiyon
pH 8-11, 30-180 dkc., 25-63 °C

I

Santrifiij
425 °C

|

Alkali Ekstrakt

|

| |
| |
[ izoelektric Goktirme ]
| |

|

pH45

Sa.umﬁ.u
4.25°C

'

Kurutma

'

( Protein 1zolats 1

Sekil 1. Izoelektrik ¢oktiirme yontemi akis
diyagrami1 (Boye ve ark., 2010).
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diger c¢alismada ise benzer ekstraksiyon
kosullarinda barbunyadan iretilen protein
konsantrelerinin protein igerigi %83.96 olarak
bulunmustur. Lopez ve ark. (2018) tarafindan
chia tohumu proteinleri {izerine yapilan
calismada ise pH degerinin ¢oktiirme islemine
etkisi arastirilmigtir. Ekstraksiyon asamasinda
karigimin pH degeri 10 ve 12 olarak ayarlanirken
coktlirme asamasinda ise pH degeri 4.5 olarak
belirlenmistir. Chia tohumu proteinleri i¢in
protein igerigi pH 10 degerinde (782 g/kg) pH 12
degerine (775 g/kg) gore daha yiiksek iken geri
kazanim oranlarma bakildiginda pH 12
degerinin (%17) pH 10 degerine (%13) gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Mas fasulyesi
proteinleri lizerine yapilan bir c¢aligsmada ise
protein ekstraksiyonu Yanit Yiizey Metodu
(Response Surface Methodology: RSM) ile
optimize edilmis ve bagimsiz degisken
parametreler ¢oziicii:kati orani, baglangic pH
degeri  ve ckstraksiyon sicaklifi  olarak
secilmistir. Yamt Yiizey Metodu (RSM)
sonuclarina gére optimum noktada (¢oziicii:kati
orant 19.79 mL/g, pH 9.12 degeri ve
ekstraksiyon  sicakligt 40 °C) protein
ekstraksiyon verimi 77.12 g protein ekstrakt/100
g olarak bulunmustur. Ekstraksiyondan sonra
izoelektrik ¢oktiirme (pH 4.5 degeri), santrifiij
ve dondurarak kurutma islemleri ile elde edilen
protein konsantrelerinin protein icerigi %86.94
olarak bulunmustur (Du ve ark., 2018). Lam ve
ark. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada ise 6
farkli bezelye tiirii ile ¢alisilmis ve elde edilen
protein izolatlarinin protein igerigi %89.7-92.5
arasinda bulunmustur. Ayrica, elde edilen
bezelye protein izolatlar1 fonksiyonel 6zellikleri
bakimindan soya proteini ile karsilasgtirilmis ve
coOziiniirlik  haricindeki diger fonksiyonel
ozellikleri  (koplirme  kapasitesi, kdplirme
stabilitesi, yag tutma kapasitesi ve emiilsiyon
stabilitesi) soya proteinleri ile  benzer
bulunmustur. Keten tohumu ile yapilan bir
calismada ise protein ekstraksiyonu igin tris
tamponu (pH=8.6) kullanilmig ve proteinleri
coktiirmek icin pH degeri 4.2’ye ayarlanmistir.
Elde edilen protein izolatlariin protein igerigi
%90.6 olarak bulunmustur. Ayrica elde edilen
keten tohumu protein izolatlarinin emiilsiyon
aktivite indeksi ve emiilsiyon stabilite indeksi
gibi fonksiyonel oOzelliklerinin yaygin olarak

86

kullanilan soya protein izolatlarindan yiiksek
oldugu belirlenmistir (Kaushik ve ark., 2016).
Izoelektrik  ¢oktirme  yontemi,  alkali
ekstraksiyon ve asidik ortamda ¢oktiirme olmak
lizere 2 temel asamadan olusmaktadir. Alkali
ekstraksiyon (pH=8-11) ve asidik ¢Oktiirme
(pH=4.5-5) islemleri siwrasinda pH degeri
degisimi nedeniyle elde edilen protein
konsantrelerinin veya izolatlarinin fonksiyonel
ozellikleri olumlu veya olumsuz yoOnde
etkilenebilmektedir (Salcedo-Chavez ve ark.,
2002). Bu nedenle, ekstraksiyon ve ¢oktiirme
asamalarinda pH degerinde yapilan degisiklikler
ile istenilen Ozellikte protein eldesi miimkiin
olmaktadir.

Tuz ile ¢oktiirme

Tuz ile c¢oktiirme yontemi yiliksek tuz
konsantrasyonu ile iyonik siddeti arttirarak
proteinlerin ¢dziiniirliigiinii azaltma prensibine
dayanan bir protein eldesi yontemidir (Bonner,
2007). Protein ¢oOzeltisinde disiik
konsantrasyonlarda nétral tuz ilavesinde
proteinlerin ¢oziiniirlikkleri artar ve bu olaya
‘salting in” denir. Ancak ¢ok miktarda tuz ilavesi
ile proteinlerin genellikle i¢ kisimlarinda yer
alan  hidrofobik  gruplar etrafindaki su
molekiilleri tuz iyonlar1 tarafindan uzaklastirilir,
bu durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile
olan etkilesimleri artar ve proteinler ¢cokerler ve
bu olaya ise ‘salting out’ denir (Righetti ve ark.,
2013). Coktirme isleminde yaygin olarak
amonyum  siilfat tuzu  kullanilmaktadir.
Amonyum siilfat, yiiksek ¢ozlntirligii, protein
yapisin1 stabilize etmesi, nispeten diisiik bir
yogunluga sahip olmasi, ucuz ve kolay temin
edilebilir olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle tercih
edilmektedir (Nelson ve Cox, 2005; Burgess,
2009). Amonyum stilfat derisiminin artisina
bagli olarak protein ¢oztniirliigiiniin degisimi ve
‘salting in’ ve ‘salting out’ Sekil 2’de
gosterilmistir.

Genel olarak tuz ile c¢oktiirme yontemi,
izoelektrik ¢coktiirmede oldugu gibi ekstraksiyon
ve ¢oOktiirme olmak iizere 2 temel islemden
olusmaktadir. Ekstraksiyon agamasinda diigiik
konsantrasyonlarda tuz ilavesi ile proteinlerin
cOziiniirligii artirilarak  ¢ozeltiye gegmesi
saglanmaktadir. Daha sonra ise yiiksek tuz
konsantrasyonu  ilavesi  ile  proteinlerin
¢Oziiniirligii  azaltilarak  ¢oktirme  islemi
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gergeklestirilmektedir (Park ve ark., 2015). Tuz
ile ¢oktiirme yonteminde diger 6nemli bir asama
ise  diyaliz  prosesi ile  proteinlerin
saflagtirilmasidir. Diyaliz, tuz ve istenmeyen
diger bilesiklerin gozenekli yar1 gegirgen zar
yardimiyla  diflizyon yoluyla ayrilmasini
saglayan bir protein saflagtirma teknigidir
(Scopes, 2013). Siklikla tuz ile ¢oktirme
sonrasinda  tuzlarin  uzaklastirilmas:  igin
kullanilmaktadir (Hadnadev ve ark., 2018; Stone
ve ark., 2015; Adebiyi ve ark., 2009). Bununla
birlikte, izoelektrik ¢Oktiirme sonrasinda
istenilmeyen  safsizliklarin  uzaklagtirilmasi
amaciyla da kullanimi mevcuttur (Iyenagbe ve
ark., 2017).

Amonyum siilfat tuzu ile ¢oktliirme yontemi
ozellikle enzimlerin izolasyonu ve
saflagtirilmasinda  siklikla  kullanilan  bir
yontemdir (Adetuyi ve ark., 2018; Li ve ark.,
2018; Zhang ve ark., 2017; Purwanto, 2016;
Mariam ve ark., 2015; Zhao ve ark., 2015).
Izoelektrik ve aseton ¢oktiirmesi yontemlerine
kiyasla enzim aktivite kaybinin diisiik olmasi
sebebiyle enzim izolasyonunda Ozellikle
kromatografik ~ yontemler ile  beraber
kullanilmaktadir (Palmer ve Bonner, 2007).
Ornegin; polifenoloksidaz enziminin karidesten
elde edilmesi sirasinda ilk olarak amonyum

Log({Coziiniirliik) (mg/mL)

0.01 mg/mL

Seki

siilfat ¢oktiirmesi, sonrasinda iyon degisimi ve
jel  filtrasyon  kromatografisi  yOntemleri
kullanilmistir. Amonyum siilfat konsantresi
kademeli olarak %10’dan %90’a kadar artirilmis
ve polifenoloksidaz aktivitesinin en yiiksek
oldugu amonyum siilfat konsantrasyonu %350
olarak bulunmustur. Son olarak, amonyum siilfat
tuzunu uzaklastirmak icin diyaliz yOntemi
uygulanmistir (Lv ve ark., 2017). Negi ve ark.
(2018) tarafindan yapilan c¢alismada ise
fasulyeden serin proteaz inhibitdriiniin elde
edilmesinde ilk olarak amonyum  siilfat
¢Oktiirmesi  sonrasinda ise jel filtrasyon
kromatografisi  kullanilmigtir. Elde edilen
inhibitér proteinin, lahana kelebegine karsi
insektisidal etki gosterdigi belirtilmistir. Bir
diger calismada ise seliilaz, seker kamisindan
%80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
yontemi yardimi ile ayrilmistir (Adetuyi ve ark.,
2018). Li ve ark. (2018) tarafindan yapilan
calismada ise Giiney Afrika’ya 6zgili tamarillo

meyvesinden serin proteaz eldesi {izerine
calisitlmig ve sirasiyla amonyum  siilfat
cOktiirmesi, diyaliz ve iyon  degisimi

kromatografisi metotlar1 uygulanmistir. Son
olarak, siyah cevizdeki olas1 alerjen protein
arastirilmigtir.  Proteinler, amonyum siilfat
¢oktlirmesi ile ayrilmig ve sonrasinda alerjen

20

30 40

Amonyum siilfat derisim (%)
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oldugu disiiniilen 11S globiilin, hidrofobik
etkilesim ve boyut dislama kromatografisi
yontemleri ile saflagtinnlmistir (Zhang ve ark.,
2017).

Tuz ile ¢oktiirme yontemi, izoelektrik ¢oktiirme
yonteminde oldugu gibi proteinlerin
¢oziiniirliigii esasina dayanir. Iki yontemde de ilk

olarak, c¢oOziniirlik arttirilarak proteinlerin
ekstraksiyonu ve sonrasinda  ¢Oziiniirlik
azaltilarak  proteinlerin  ¢okmesi  saglanir

(Duong-Ly ve Gabelli, 2014). izoelektrik ¢kme

yonteminde  ¢Oziiniirlik pH  degeri ile
ayarlanirken tuz ile ¢oktiirme yonteminde iyonik
siddet ile ayarlanmaktadir. Coziniirligi

etkileyen 2 farkli degiskenin kullanilmasi
sebebiyle son yillarda yapilan calismalarda,
izoelektrik ve tuz ¢oktiirmesinin, elde edilen
proteinin fonksiyonel 0Ozellikleri ve protein
icerigi acisindan karsilastirilmas: konusunda
yapilan arastirmalar artig gostermistir.

Protein ¢oktiirme
karsilastirilmasi

Proteinler, kendilerine 6zgii fiziksel ve kimyasal
ozellikleri kullanilarak kromatografik,
elektroforez, santrifiij, ultrafiltrasyon ve
coktlirme  gibi  c¢esitli  yontemler  ile
hammaddeden izole edilmektedir (Kumar ve
Sharma, 2015). Coktiirme yontemi ise,
ekonomik ve kolay olmasi sebebiyle yaygin
olarak tercih edilen bir izolasyon teknigidir
(Evans ve ark., 2009). izoelektrik ve amonyum
silfat ile c¢oktirme yontemleri sagladiklari
avantajlar sebebiyle siklikla kullanilmaktadirlar.
Izoelektrik ¢oktiirme, bilyiik oOlcekte iiretim
kolaylig1 ve yiiksek oranda verim saglamakta
iken amonyum siilfat tuzu ile ¢oktliirme yontemi
ise proteinlerin biyolojik aktivite kaybini
engellemektedir (Zhang ve ark., 2017).

Konsantre  veya izolatlarin  fonksiyonel
Ozelliklerini belirleyen faktorler amino asit
bilesimi ve 3 boyutlu yapidir (Boye ve ark.,
2010). Ekstraksiyon ve ¢Oktiirme asamalarinda
secilen yonteme gore farkli protein tipleri elde
edilmekte ve bu da fonksiyonel o6zelliklerin
farkli olmasina neden olmaktadir (Stone ve ark.,
2015). Moongngarm ve ark. (2014), 3 farkh
yontem; izoelektrik ¢oktliirme, amonyum siilfat

yontemlerinin

coktiirmesi ve izoelektrik/amonyum siilfat
coktlirmesi ile siyah boriilceden protein
konsantreleri izole etmis ve elde edilen
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konsantreler ~ verim, protein igerigi Ve
fonksiyonel 6zellikleri; ¢oziiniirliik, viskozite, su
tutma ve yag baglama kapasitesi, kopiirme
yetenegi, emiilsiyon stabilitesi ve jellesme
yetenegi bakimindan karsilagtirilmistir. Bunun
yan1 sira, elde edilen protein konsantreleri
bugday ununa ikame edilerek seker kurabiyeleri
yapilmis ve kurabiyelerin kimyasal
kompozisyonu ve duyusal ozellikleri (renk,
koku, lezzet, tekstir ve genel begeni)
incelenmistir. izoelektrik ¢oktiirmede %17.92
ile en yiiksek verim saglanirken
izoelektrik/amonyum  siilfat ¢oktiirmesi ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesinde protein verimi
sirastyla %15.05 ve %9.82 olarak bulunmustur.
Ayrica, protein igerikleri izoelektrik ¢oktiirme,
izoelektrik/amonyum = siilfat  ¢oktiirme ve
amonyum siilfat ¢Oktiirmesi ic¢in sirasiyla
%85.89, %79.35 ve %68.28 olarak bulunmustur.
Bununla birlikte, izoelektrik ¢oktiirme yontemi
ile elde edilen izolatlar, incelenen tiim
fonksiyonel 6zellikler (¢oziiniirliik, vizkozite, su
ve yag tutma kapasitesi, kOplirme yetenegi,
emiilsiyon stabilitesi ve jel olugturma yetenegi)
bakimindan digerlerine gore iistiin bulunmusgtur.
Buna ek olarak, duyusal analiz sonuglarina gore
%50 oraninda protein konsantresi ikame edilen
kurabiyelerin renk, koku, lezzet ve tekstiir
bakimindan uygun oldugu goézlenmistir. Bir
diger c¢alismada, c¢ay yapraklar islenmesi
sirasinda agiga cikan atiklar protein kaynagi
olarak kullanilmistir. Calismada, ekstraksiyon
kosullar1  (sicaklik, siire, pH degeri ve
cozgen:kat1 orani) ortogonal test ile optimize
edilmistir. Test sonuglarina gore, 70 °C
sicaklikta, pH 12 degerinde, 60 dakika
ekstraksiyon siiresinde ve 50:1 ¢odzgen:kati
oraninda c¢ay proteini ekstraksiyon oran
maksimum bulunmustur. Buna ek olarak,
izoelektrik, amonyum stilfat ve
izoelektrik/amonyum siilfat ¢Oktiirme
yontemleri protein ¢oktiirme oranma gore
kargilagtirilmistir. En yiliksek protein ¢oktiirme
orant %89.70 ile izoelektrik/amonyum siilfat
¢cOktiirme yontemi ile elde edilmistir (Cui ve
ark., 2017). Baska bir ¢aligmada, izoelektrik ve
amonyum stilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen
patates protein konsantrelerinin protein igerikleri
kargilagtirilmistir.  Bunun yami  sira, NaCl
konsantrasyonun (0.0, 0.2,0.4,0.6,0.8 ve 1.0 M)
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ve pH degerinin (3.0, 5.0, 7.0 ve 8.0), patates
proteinlerinin fonksiyonel 6zellikleri iizerindeki
etkileri incelenmistir. izoelektrik ve amonyum
siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen konsantrelerin
protein igerigi sirasiyla %85.80 ve 83.20 olarak
bulunmustur. Ayrica, izoelektrik ¢oktiirme ile
elde edilen konsantrelerin digerine gore
polifenol igeriginin 2.5 kat fazla oldugu ve
dolayisiyla renginin de daha koyu oldugu
belirtilmistir. pH degeri izoelektrik noktaya

yaklastikca, protein  konsantreleri  diisiik
¢Oziiniirlik, emiilsifiye ve kopilirme yetenegi
gostermistir. Bununla birlikte, NaCl

konsantrasyonu arttikca ¢oziiniirliik, emiilsiyon
ve kopirme ozelliklerinin arttigi gozlenmistir
(Zhang ve ark., 2017). Adenekan ve ark. (2018)
tarafindan bezelye ile yapilan ¢alismada, farkl
izolasyon tekniklerinin (su, metanol, amonyum
siilfat ve aseton ¢oktiirme) protein igerigi lizerine
etkisi arastirilmistir. Su, metanol, amonyum
siilfat ve aseton ¢Oktiirme yoOntemleriyle elde
edilen izolatlarin protein igerigi sirasiyla
%91.35, %91.83, %91.73 ve %91.50 olarak
bulunmustur. Kopirme  kapasitesi ve
stabilitesinde amonyum siilfat ¢oktiirmesi, su
emme kapasitesinde metanol ve aseton
coktlirmesi, yag emme kapasitesinde metanol ve
amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve emiilsiyon
kapasitesi ve stabilitesinde aseton ve metanol
coktiirme yontemlerinin daha 1iyi sonuglar
verdigi goriilmistiir. Harryson ve ark. (2018)
tarafindan kirmizi (Porphyra umbilicalis), yesil
(Ulva lactuca) ve kahverengi (Saccharina
latissima) deniz yosunlart ile yapilan ¢aligmada,
1) su ekstraksiyonu/amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
i) alkali ekstraksiyon/izoelektrik ¢oktiirme ve
iiil)  hizlandirilmig  solvent  ekstraksiyonu
metotlar1 kullanilmistir. Protein verimi agisindan
kirmiz1 (%22.6) ve kahverengi (%25.1) deniz
yosunlar1 i¢in alkali ekstraksiyon/izoelektrik
coktlirme yontemi, yesil deniz yosunu (%19.6)
icin ise amonyum siilfat ¢oktiirmesi yonteminin
uygun oldugu goriilmistiir.

Farkli yontemlerle ¢oktiirillen proteinlerin
fonksiyonel ozelliklerinin degistigi
bilinmektedir. Proteinlerin fonksiyonel

ozelliklerini protein yapisi belirlemektedir (Berg
ve ark., 2015). Dolayistyla, farkli ¢oktiirme
teknikleri ile elde edilen proteinlerin, protein
yapisi farkli oldugundan fonksiyonel 6zellikleri

de farklihik gostermektedir. Bu nedenle,
proteinlerin ekstraksiyonu ve ¢oktiiriilmesi
sirasinda  uygun yontem ve kosullarin
belirlenmesi, protein i¢erigi ve verimi agisindan
Oonem tasimaktadir.

Sonug¢

Proteinler, viicut dokularinin bilesenidir ve
saglikli beslenmenin ve diyetin Onemli bir
parcasidir. Ancak, artan niifus ile beraber
hayvansal  kaynakli  proteinlere  erisim
zorlagmaktadir. Diisiik maliyetli olan ve yiiksek
oranda protein igeren bitkiler, Ozellikle
baklagiller, protein Kkonsantresi veya izolati
iiretimi i¢in uygundur. Proteinlerin ayrilmasi ve
saflastirilmasinda izoelektrik, amonyum siilfat,
aseton ve alkol ¢oktiirmesi gibi ¢esitli yontemler
bulunmakta ve izoelektrik ve amonyum siilfat
cOktiirmesi ~ yontemleri  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Protein konsantresi veya
izolatlarinin fonksiyonel ozellikleri, protein
verimi ve protein icerigi proteinin li¢ boyutlu
yapisi, amino asit dizilimi ve hidrofobik olusu
gibi fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine gore
degisiklik gostermektedir. Dolayisiyla, protein
yapisinin farkli olusu ile bu ydontemlerin verimi
hammaddeye gore farklilagmaktadir. Izoelektrik
coktiirme yontemi yliksek verimlilikte protein
eldesine olanak saglamakta kimi durumlarda
izoelektrik/amonyum  siilfat  yontemlerinin
birlikte kullanilmas1 verimi arttirmaktadir. Her
hammadde i¢in uygun ekstraksiyon ve ¢oktiirme
yontemlerinin ~ belirlenmesi ~ 6nemli  bir
gereksinimdir ayrica ekstraksiyon islemlerinde
etken olan pH degeri, sicaklik, siire, ¢ozelti
konsantrasyonu ve kati/sivi  oran1  gibi
parametrelerin iiriine 06zgii olarak optimize
edilmesi gerekmektedir. Elde edilecek bitkisel
proteinlerin, gelecegin beslenme
aliskanliklarinda yaygin kullanim alani bulacagi
diisinilmektedir.
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