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OZET

HAMSI (Engraulis encrasicolus) VE ISLEME ATIKLARINDAN ELDE EDILEN
PROTEIN HIDROLIZATLARININ BESLEYICi, FONKSiYONEL VE
BIYOAKTIF OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Sinan KOC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Avlama ve isleme Teknolojisi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Fatma ARIK COLAKOGLU
05/09/2016, 123

Calismamiz, ¢ope atilan hamsi isleme atiklarmin protein hidrolizi ile degerlendirilme
potansiyelini arastrmak amaciyla tasarlanmistir. Karsilastrma amacli olarak hamsi eti
hidrolizatlar1 da iiretilerek incelenmistir.

Calisma kapsaminda hamsi (Engraulis encrasicolus), marinata islenecek sekilde
ayiklanmuis, et ve atik olmak iizere iki grup ¢alisma materyali elde edilmistir. Her iki grup
materyal, Alcalase® enzimi kullanilarak ti¢ farkl stirede (1, 2 ve 3 saat) protein hidrolizine
tabi tutulmus; elde edilen hidrolizatlarin besleyici, fonksiyonel ve biyoaktif 6zellikleri
incelenmistir. Incelenen bu 6zelliklere, hidroliz siiresi ve materyal tipinin etkisi ile birlikte
biyoaktif 6zellikler igin ultrafiltrasyon uygulamasinin etkisi de arastirilmstir.

Hamsi isleme atiklarindan iiretilerek kurutulan hidrolizatlarin %75 protein icerdigi
ve bu proteinlerin %46’smin esansiyel amino asitlerden olustugu tespit edilmistir. Besleyici
Ozelliginin yani swra atik hidrolizatlarmin emiilsifiye edici, kopilik olusturucu, su ve yag
tutucu Ozellikleri ile gida katki maddesi olarak kullanilma potansiyeli bulundugu
belirlenmistir. Biyoaktif 6zellikler agisindan atiklardan elde edilen hidrolizatlarin 1 mg/ml
konsantrasyonda; %60 ACE inhibisyonu, %21 DPPH temizleme ve %59 Fe*? selatlama
aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Bu ozelliklerle, farmakolojik alanda da yiiksek

seviyede kullanim potansiyelinin bulundugu gériilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Hamsi, Alcalase®, Balik Protein Hidrolizati, Fonksiyonel
Ozellikler, Biyoaktif Ozellikler, ACE Inhibisyonu, DPPH Temizleme Aktivitesi, Selatlama
Aktivitesi.
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ABSTRACT

A STUDY ON NUTRITIONAL, FUNCTIONAL, AND BIOACTIVE PROPERTIES
OF PROTEIN HYDROLYSATES FROM ANCHOVY (Engraulis encrasicolus)
FLESH AND BY-PRODUCTS

Sinan KOC
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Fishing and Fish Processing Technology
Advisor: Prof. Dr. Fatma ARIK COLAKOGLU
05/09/2016, 123

Our study was designed to investigate the potential of utilization of trashed anchovy
processing by-products by hydrolysis of proteins. Also, the anchovy flesh protein
hydrolysates were produced and examined for comparison purposes.

In this context; heads, viscera, and backbones were removed from whole anchovies
(Engraulis encrasicolus) and two study materials (flesh and by-products) were obtained.
Both material groups were subjected to protein hydrolysis by using the Alcalase enzyme at
three different periods (1, 2 and 3 hours). Nutritional, functional and bioactive properties of
the obtained hydrolysates were determined. Effects of the hydrolysis periods and material
types on examined properties were investigated. On the bioactive properties, effect of
ultrafiltration was also investigated.

It was determined that by-product hydrolysates lyophilised contain 75% protein which
consists of 46% essential amino acids. It was found to have utilization potential as food
additive of these hydrolysates having emulsifying, foaming, water holding and oil absorption
properties in addition to their nutritional properties. In respect to the bioactive properties of
the hydrolysates obtained from the anchovy by-products at 1 mg/ml concentration; they have
been found to possess 60% ACE inhibition activity, 21% DPPH scavenging activity and
59% Fe*? chelating activity. It has been found that potential use of high level of these

hydrolysates having nutraceutical effects for protection and improvement of human health.

Keywords: Anchovy, Alcalase®, Fish Protein Hydrolysate, Functional Properties,
Bioactive Properties, ACE Inhibition, DPPH Scavenging Activity, Chelating Activity.
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BOLUM 1
GIRIS

Hayvansal kaynakli proteinler, i¢erdikleri esansiyel amino asitler nedeniyle diyetlerin
vazgecilmez unsurudur. Diinyada tiiketilen hayvansal proteinin %16,7’si, tiim tiiketilen
proteinlerin ise %6,5’1 baliktan karsilanmaktadir. Saglikli beslenme bilincinin gelismesi,
dagitim kanallarinin yayginlagmasi ve ulasilabilir fiyat1 ile yillik su iirtinleri tiiketimi son 50
yilda 9,9 kilogramdan 19,2 kilograma ¢ikmistir. Niifus artisindan daha yiiksek artisa sahip
toplam su iriinleri talebinin; 2012 yili verilerine gore 91,3 milyon tonu avciliktan, 66,6
milyon tonu ise yetistiricilikten karsilanmistir (FAO, 2014). Avlanan tiirlerin stoklar1 hizla
tiikketilirken su Uriinlerine olan talebi karsilamak {izere hizla biiyliyen bir sektor olarak kiiltiir
balik¢iligmin, 6énemli ¢evre sorunlarma sebep olacagi ve zaten baski altindaki vahsi tiirler
i¢in tehdit olusturacagi yoniindeki kaygilar da giderek artmaktadir (Tidwell ve Allan, 2001).
Dolayisiyla talep edilen miktarda su {iriinleri tiretimini arttirmak, siirdiiriilebilir balik¢ilik
yaklagimiyla ve ekosistemi koruma gayretleriyle smirlanmaktadir. Bu agidan tiim gida
iirtinlerinde oldugu gibi balik¢ilik iirtinlerinde de hammaddeden son iiriine degin elde edilen
materyalin en etkin sekilde kullanim1 ve atiklarin azaltilmasi ve/veya maksimum fayday1
veren katma degeri yiiksek iirlinlere dontistiiriilmesi biliyiik 6nem arz etmektedir.

Diinya balik¢ilik tiretiminin insan tiikketimine ayrilan kisminin %46°s1 taze-sogutulmus
olarak pazarlanmakta, kalan %54°liik kisim (yaklasik 75 milyon ton) ise ¢esitli teknolojik
islemlerle dayanikli yeni iiriin formunda tiiketiciye sunulmaktadir (FAO, 2014). Su {iriinleri
islemeciliginde hammaddenin yapisina ve kullanilan teknolojiye bagh olarak 6nemli
miktarda atik ortaya ¢ikmaktadir. Bas, i¢ organlar, omurga, deri, yiizgeg, kirpinti et ve kabuk
gibi viicut boliimlerinden olusan ve birincil {iretimde kullanilmayan bu atiklarin orani ¢ift
kabuklu yumusakga islemeciliginde %20-50, eklem bacakli islemeciliginde %50-60, balik
fileto-kiirleme-tuzlama-tiitsiileme tiretiminde %350-75 ve konserve balik iiretiminde ise
%30-65 kadar olabilmektedir (Waldron, 2007; Shirai ve Ramirez-Ramirez, 2011). Avrupa
Birligi iilkelerindeki su iirlinleri islemeciliginden her yil yaklasik 5,2 milyon ton kat1 atik
¢ikmakta, bu atiklarm 3 milyon ton gibi biiyiik boliimii fileto ¢ikarma, tuzlama, tiitsiileme
yapan isletmelerden gelmektedir (Ferraro ve ark., 2010). Hamsi islemeciligi sirasinda da
bas, i¢ organlar ve omurga kismi isleme atig1 olarak ayrilmaktadir. Hamsi gibi kiiciik pelajik
tiirlerde i¢ organlar, bas ve kuyruk toplami, baligin yaklagik %27’sine denk gelmekte; deri,
kemikler, kan ve omurganin olusturdugu diger atiklar ise baligin %25’ini olusturmaktadir

(Ferraro ve ark., 2010). Bu rakamlarla uyumlu olarak Canakkale’de hamsi (marinat) isleyen
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tesis yetkilileri %50 verimle ¢alistiklarini, hammadde hamsi kiitlesinin yaklasik yarismin
atik olarak ayrildigini ve bertaraf edildigini beyan etmektedirler.

Diinya genelinde her yil amag¢ dig1 avlanan tiirler ve isleme atiklarindan olusan
yaklasik 20 milyon ton balik¢ilik iirlinii hi¢ kullanilmadan bertaraf edilmekte, bu miktar
yillik aveilik tiretiminin %25’ine denk gelmektedir. Bu durum, beslenme agisindan degerli
besin bilesenlerinin kaybina ve ekonomik agidan maliyet artigina neden olmaktadir (Rustad,
2007). Ote taraftan zengin organik madde igerigine sahip su iiriinleri isleme atiklarmin ¢op
olarak atilmasi, ¢cevre agisindan da problem yaratmaktadir. (Kim ve Mendis, 2006; Hayes ve
McKeon, 2014). Aritma isleminden gecirilmeyen atiklarin kontrolsiiz biyodegrasyonu ile
cevre acisindan tehlikeli metan ve toksik bilesiklerin olusumu s6z konusu olmakta, ayrica
giiclii bir koku ile duyusal problem ortaya ¢ikmaktadir (Waldron, 2007; NOAA).

Etkin bir gida {retiminde Oncelikle iiretim smrasinda atiklarmm azaltilmasi
amaglanmakta, bunun yani sira ortaya ¢ikan atik materyalin geri kazanilmasi yani yeni
irtinlerin tretimi de dnem kazanmaktadir (Waldron, 2007). Atiklarin baska bir isleme
tekniginde hammadde olarak kullanimi, bu triinlerin sistemden uzaklastirma maliyetinin
azaltilmas1 ve sektore ilave gelir kazandirma potansiyeli agisindan ilgi ¢cekmektedir
(Arvanitoyannis ve Kassaveti, 2008). Yag, protein, kollajen, enzim ve mineraller gibi degerli
bilesenlerin balik isleme atiklarindan geri kazanilmasi, gelisen teknolojilerle birlikte
biyoaktif 6zelliklerde yeni bilesiklerin elde edilmesi ve bunlarin endiistriyel sistemlerde
girdi olarak kullanilmasi, bugiin ¢6p olarak nitelendirilen materyalden yiliksek kazang elde
edilmesine olanak verebilmektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000a; Geirsdottir, 2005; Arason
ve Ark., 2009).

Ulkemizde balikg1lik iiretimi toplam olarak 537 bin 345 ton olarak gergeklestirilmekte,
avlanan deniz baliklarinin (231 bin ton) %42’sini ise hamsi (96 bin ton) olusturmaktadir
(TUIK, 2015a). Biiyiik oranda Karadeniz’den avlanan hamsinin (Engraulis encrasicolus),
2014 yili verilerine gore %62’sinin insan tiiketimine sunuldugu, %38 gibi 6nemli bir
boliimiiniin de hayvan yemi {iretiminde kullanilmak iizere diisikk degerli balik ununa
islendigi bildirilmektedir (TUIK, 2015b). Bunun yam sira su iiriinlerinden gida iiretimi
sirasinda ortaya ¢ikan ve tiikketimde kullanilmayan atiklarin biiyiik boliimiiniin de ¢op olarak
atildig1 ifade edilmektedir. Hamsi isleyen tesislerde hammadde baligin yaklagik yaris1 igleme
at1ig1 olarak ayrilmakta ve bertaraf edilmektedir. Bu atiklarla beraber %11-15 diizeyinde
protein de ¢ope atilmaktadir. Amino asit kompozisyonu ve kolay sindirimi ile “kaliteli”
proteine sahip olan balik etinin iilkemiz adina Oncelikli olarak hamsi kapsaminda

degerlendirilmesi geregi, elzem bir durum olarak ortaya ¢cikmaktadir.



Ulkemizde su iiriinleri isleme atiklarinin degerlendirilme olanaklari konusunda yeterli
calisma bulunmamaktadir. Atiklardaki protein igeriginin geri kazanilmasi ve ayni zamanda
ozellikleri degistirilerek degerli {iriinlere doniistiiriilmesi enzimatik protein hidrolizi ile
miimkiin olmaktadir. Son yillarda bu yolla elde edilen balik protein hidrolizatlarinin ortaya
konulan 6zellikleri dikkati ¢ekmekte; gida, yem ve eczacilik endiistrisi tarafindan yakindan
takip edilmektedir. Yapilan literatiir arastirmalarinda, bu tezin ¢aliyma materyali olan hamsi
etinde ve atiklarinda yiiriitiilen hidroliz ve elde edilen hidrolizatin 6zellikleri konusunda bir
calismaya rastlanmamastir.

Bu tez calismasi; yukarida ifade edilen problemlerin ¢dziimiine katki yapmak
amaciyla, gida kaynaklarmin verimli kullanilmasi adina yiiriitiilen ¢alismalarin bir parcasi
olarak tasarlanmistir. Calismanin temel amaci; hicbir sekilde degerlendirilmeyerek ¢ope
atilan hamsi isleme atiklarinin, protein hidrolizi yoluyla degerlendirilme potansiyelini
arastirmaktir. Bu amaca bagh olarak incelenen 6zellikler bakimindan hamsi atiklarindan
elde edilen hidrolizatlarin durumu, hamsi eti hidrolizatlar1 ile karsilastirilarak ortaya
konulmustur. Calisma kapsaminda Alcalase® enzimi kullanilarak elde edilen hamsi et ve
atik hidrolizatlarinin; takviye edici gida ve gida katki maddesi olarak kullanim olanaklar1
(besleyici ve fonksiyonel 6zellikleri) arastirilmig, ayn1 zamanda saglikla ilgili kullanimima
yonelik veri olusturmak amaciyla biyoaktif 6zellikleri ortaya konmaya calisilmistir.
Arastirma sonucunda elde edilen verilere ek olarak, tiiketici anketi calismasi da
gergeklestirilmistir. Calisma materyalinin gida isleme atigi, kullanicinin da insan olmasi
nedeniyle tiiketicilerin bu konudaki goriislerinin, c¢aligmanin endiistriyel boyutunu

tamamlayacagi diistiniilmiistiir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Bahk Proteinleri ve Temel Ozellikleri

Proteinler; karbon, hidrojen, oksijen, azot ve genellikle kiikiirt igceren amino asitlerin
peptit baglar1 ile bir araya gelmeleri sonucu olusan kompleks organik bilesikler olarak
tanimlanmaktadir. Bitki ve hayvan hiicre protoplazmalarinin temel bileseni olan proteinler
20 farkli aminoasitten olusur (Li-Chan, 2004). Yan zincirlerinde yer alan fonksiyonel
gruplarin (R) kimyasal yapisina gore farkli 6zellikler sergileyen bu amino asitlerin oran,
sayis1 ve dizilimleri proteinin birincil yapisinin 6zelliklerini belirlemektedir (Zubay ve ark.,
1995). Genel anlamda hayvan etleri, icerdikleri protein miktar1 ve amino asit kompozisyonu
bakimimdan birbirlerine benzerlik gostermektedir. Bununla beraber balik eti ile kara
hayvanlarinin etleri arasinda bag doku acisindan farklilik bulunmakta, balik kas1 daha az bag
doku icerdiginden eti daha yumusak olmaktadir (Kristinsson ve Rasco, 2000b; Helfman ve
Ark., 2009).

Balik etinin ana bilesenleri; su, protein ve yagdan olusmaktadir. Sudan sonra ikinci
biiyilik miktara sahip olan proteinin orani genel olarak %15-20 arasinda degismekte, ortalama
olarak ise %17 civarnda bulunmaktadir (Huss, 1988; Murray ve Burt, 2001; Ninan, 2003;
Nunes, 2011). Protein olmayan azotlu bilesiklerin (serbest amino asitler, peptitler, aminler,
amin oksitler, guadinler, kuvaterner amonyum bilesikleri, poliaminler, niikleotidler ve
onlarin yikim triinleri, iire ve niikleik asitler) protein degerine katkisi ise %25 kadar
olabilmektedir (Shahidi, 1994).

Balik eti proteinleri, suda ¢6zlinebilme karakterine gore ii¢ gruba ayrilmaktadirlar.

Bunlar; miyofibriller, sarkoplazmik ve stroma (bag doku) proteinleridir (Xiong, 2004)

2.1.1. Miyofibriller Proteinler

Tim proteinlerin %70-80’ini olustururlar. Memelilerde bu oran %40 civarindadir.
Suda ¢oziinmezler, yalnizca yiiksek iyonik giicte (=0,5 M) notral tuz soliisyonlarinda
coziiniirler (Huss, 1988, Tiilsner 1994). Miyofibriller proteinlerin ana bilesenleri miyozin,
aktin, tropomiyozin, troponin C, I ve T’ dir. Bunlar temel olarak kasin kasilmasinda gorev
alirlar (Ninan, 2003). Esas olarak enzimatik protein hidrolizinde yikima maruz kalan
miyofibriller proteinler (Kristinsson ve Rasco, 2000b), kontrollii 1sitma-sogutma
prosediirleri ile denatiire ve koagiile olurlar. Boylece kas dokuda yeni bir yapi, tekstiir ve

sertlik olustururlar (Tiilsner, 1994).



Miyozin, balik kasinda en fazla bulunan proteindir. Miyofibriller proteinlerin
%50-60’1n1, toplam proteinlerinin ise %38’ini olustururlar. Yaklagik 4500 amino asitten
olusan miyozinin molekiil agirlig: yaklasik 500 (480-540) kilodaltondur (Kristinsson ve
Rasco, 2000b; Tejada, 2001; Xiong, 2004; Vercruysse ve Ark., 2005). Yapisal olarak,
ATPaz aktivitesine sahip globiiler bir bag kismi ve ATP molekiillerinin baglandig: filament
kism1 mevcuttur. Sahip oldugu ATP ve ATPaz’lar sayesinde miyozin, ayni anda bir enzim
ve bir fibréz protein olarak davranabilmektedir. Balik etinin jellestirilmesi prosesinde,
miyozin agir zincirlerinin farkl proteinlerle interaksiyonlar1 6nemli rol oynar (Ninan, 2003).
Diger proteinlerden ziyade 6zellikle balik miyozininin emiilsifiye edici ve baglayici 6zelligi
sayesinde balik sucugu, balik jambonu gibi spesifik balik diriinlerinin {iretimi
yapilabilmektedir (Sen, 2005).

Balik kasinda miyozinden sonra gelen diger bir onemli protein aktindir. Aktin,
miyofibriller proteinlerin %15-30’unu, toplam kas proteinlerinin ise %13’iinii olusturur.
G-aktin ve F-aktin olmak {izere iki formu vardir. Molekiil agirligi1 42-47 kDa araliginda olan
ve 375 amino asitten olusan globiiler yapidaki G-aktinin polimerizasyonu ile ince
filamentlerin miyozin ile baglanmasini saglayan fibriller yapida F-aktin olusur (Kristinsson
ve Rasco, 2000b; Tejada, 2001; Ninan, 2003; Vercruysse ve Ark., 2005). Miyozin kasta
kalin flamentleri, aktin ise troponin ve tropomiyozin ile birlikte ince filamentleri olusturur.
Tropomiyozin, sarmal boyunca ince filamentlerin oyuklar1 i¢inde yer alir ve iki troponin
molekiilii, her sarmal tekrarinda tropomiyozini aktin molekiillerine tutturur (Kristinsson ve
Rasco, 2000b).

Tropomiyozinin kasin kasilmasini diizenleyici gorevi vardir. Molekiil agirliklar: 33
kDa olan a-tip ve B-tip olmak tizere iki alt birimi bulunur. Asit, alkali ve 1s1 uygulamalarina
dayanikli olup, kolayca denatiire olmaz. Troponin yaklasik 80 kDa molekiil agirligina sahip,
tropomiyozin gibi kasilmay: regiile eden proteindir. Ug adet alt birimi vardir. Bu
proteinlerden Troponin C kalsiyumu baglayici, Troponin I aktomiyozinin ATPaz aktivitesini
inhibe edici 6zellige sahiptir. Troponin T ise tropomiyozin ile giiclii bir birlesme bolgesi
olugturur (Ninan, 2003).

Diger kontraktil proteinler C-protein, a-aktinin, f-aktinin, konnektin ve
paramiyozindir. Ancak bunlar gida proteini olarak ¢ok dnemli degillerdir (Kristinsson ve
Rasco, 2000b).



2.1.2. Sarkoplazmik Proteinler

Bu protein grubu kas igerisinde ¢dziinmiis halde bulundugundan su ve diisiik iyonik
giice sahip (<0,15 M) notral tuz soliisyonlariyla ekstrakte edilebilirler. Genel olarak
miyoalbumin ve globulinden olusur. Biinyesinde en az 500 farkli protein bulunan bu grup,
tiim proteinlerin %25-30’unu olustururlar. Sahip olduklar1 proteinler tiire 6zgii kompozisyon
gosterdiginden, elektroforesis teknigi ile tiirlerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedirler
(Huss, 1988; Xiong, 2004). Bu grup proteinlerin ¢ogu diisitk molekiiler agirliga (40-70 kDa)
sahiptir. Sarkoplazmik proteinlerin miktari, pelajik baliklarda yiiksek dip baliklarinda
disiiktiir (Sen, 2005).

Metabolik faaliyetlerde gorev alan ¢ogu enzim bu gruba dahildir. Kasta bulunan
onemli glikolitik enzimler; enolaz, kreatin kinaz, aldolaz (ADL) ve gliseraldehit fosfat
dehidrogenazdir. Allerjiye neden oldugu icin dnem kazanmis parvalbumin de (Ca*
baglayan ve kiitlesi yaklasik 12 kDa) bir sarkoplazmik proteindir. Parvalbumin ve diger bir
kalsiyum baglayan protein olan calmodulin, sarkoplazmik proteinlerin yaklasik %20-30’unu
olusturur (Ninan, 2003; Lanier ve Ark., 2013).

Bunlarin disinda sarkoplazmik proteinlerin iginde az miktarda pigmentler,
hemoglobin, miyoglobin ve antifiriz proteinleri bulunur (Ninan, 2003; Belitz ve Ark., 2009).
Balik etinin agik kirmizi rengi ile iliskili pigmentler oksihemoglobin ve oksimiyoglobindir.
Isleme ve depolama sirasinda hemoglobin kolaylikla kaybedilirken, miyoglobin hiicre yapis1
tarafindan tutulur. Miyoglobin, molekiil agirlig1 yaklasik 18 kDa olan bir globiiler hem
proteindir. Uskumru balig1 etinin koyu renkli kisminda miyoglobin 3,9 g/kg, hemoglobin
5,8 g/kg ve sitokrom C 0,13 g/kg diizeyinde bulunmaktadir. A¢ik renkli kas dokusunda ise

miyoglobin ve hemoglobin igerigi toplami yalnizca 0,1 g/kg seviyesindedir.

2.1.3. Stroma Proteinleri

Bu protein tipi viicudu destekleyen ve formunu korumasma neden olan deri, kemik,
kikirdak, dis, pul, kil, tirnak gibi dokular1 olusturur. Suda yasayan canlilar destek dokularma
cok fazla ihtiya¢ duymazlar. Bu nedenle balikta bag doku proteinleri; kemikli baliklarda
proteinin yaklasik %3’iinii, kikirdakli baliklarda ise yaklasik %10’unu olusturur.
Memelilerde bu oran %17°dir. Bag doku proteinleri suda ve tuz ¢ozeltilerinde ¢oziinmezler
ancak seyreltik hidroklorik asit veya sodyum hidroksit i¢inde ¢Oziinebilirler. Stroma
proteinleri sindirimi zor ve esansiyel amino asit igerigi az oldugundan beslenmede
degersizdir. Bag doku proteini esas itibariyle kolajenden olusur. Viicutta ¢ok sayida tipi

bulunan kolajenin, bag doku proteini i¢indeki orant %90’ m {izerine kadar ulasabilmekte,



kalan kismi ise elastinden olusmaktadir. Balik kolajeninin kisalma (shrinkage) sicakligi (Ts),
45°C olup, 60-65°C olan memeli kolajenine gore ¢ok diisiiktiir. Bu iki faktor balik etini
memeli etlerine gore daha yumusak ve hassas yapar (Huss, 1988; Belitz ve Ark., 2009).
Kolajen miktar; tiire, beslenme rejimine ve baligin olgunluk durumuna gore degisiklik
gosterir. Genel olarak balik kasinda %0,2 — 2,2 kolajen bulunur (Shahidi, 1994; Sen, 2005).
Kolajen, her biri yaklasik 95 kDa agirligindaki polipeptit alt birimlerinin olusturdugu ti¢li
heliks yapisina sahiptir. Soguk su baliklarindaki kolajenin denatiirasyon sicaklik derecesi,
ilik sularda yasayan baliklara gore daha diisiiktiir (Sen, 2005). Yapisia bagl olarak kolajen
isit1ldiginda jelatine doniisebilir. Coziinebilir 6zellikteki jelatinin, miyofibriller proteinlerin
jelasyonuna katki yaptig: diisiiniilmektedir (Lanier ve Ark., 2013). Kolajen ve onun kismen
hidrolize formu jelatin; glisin, valin, alanin, prolin ve hidroksiprolin gibi non-polar amino
asitler yoniinden zengindir (Kim ve Mendis, 2006). Yaklasik 750 aminoasit kalntisindan
olusan ve molekiil agirligi 68 kDa olan elastin, dokulara elastikiyet kazandirir. Elastin, 1slak
1sitmaya karsi ¢ok dayanikli olup pisirmeden etkilenmez. Bag doku proteinleri koyu renkli
etlerde, acik renkli etlere gére daha fazla bulunur (Tahergorabi ve Jaczynski, 2014).

2.2. Enzimler

Enzimler; organik molekiillerin yapilmasi ve yikilmasi, kas kasilmasi, hiicre
solunumu, kanin pihtilagsmasi gibi biyolojik aktivitelerin siirdiiriilmesini saglayan; kimyasal
tepkimelerin hemen hemen tamamini milyonlarca kez hizlandiran, tepkimede tiiketilmeyen
ve tepkime sonunda kendisinde degisim olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilen, ribozimler
disinda protein yapisinda olan biyolojik katalizorlerdir (Yildiz, 2007). Gida endiistrisinde
hammaddenin yiiksek kalitede {iriine doniistiiriilmesi, arzu edilen fonksiyonel 6zelliklerin
kazandirilmasi ve tiiketici agisindan daha hosa gider iiriinlerin elde edilmesinde enzimler
kullanilmaktadir.

Uluslararast Biyokimya Derneginin (IUB) Enzim Komisyonunca (EC) belirlenen
esaslara gore enzimler baglica alt1 biiyiik smifa ayrilmaktadir. Bunlar; Oksidorediiktazlar
(EC1), Transferazlar (EC2), Hidrolazlar (EC3), Liyazlar (EC4), izomerazlar (EC5) ve
Ligazlardir (EC6) (Bergmeyer, 1979). Tiim enzim smiflarinin gida ve yem teknolojisinde
bir uygulama alani bulunmakla birlikte, en yaygin kullanilan enzim hidrolazlar olarak
bilinmektedir (Fernandes, 2010). Hidrolazlar i¢inde yer alan enzim gruplarinin kullanim
miktarlarma gore siralamasi; karbonhidrazlar, proteinazlar ve lipazlar seklindedir. Bunlarin
icinde proteazlar, gida sanayinde en iyi karakterize edilmis, ekonomik etki agisindan en

onemli enzim grubudur (Kennedy ve White, 1984).



Proteazlar (proteolitik enzimler), proteinlerin (polipeptitlerin) yapisini olusturan
amino asitler arasindaki peptit baglarinin su molekiilii alarak ayrilmalarini saglayan hidroliz
reaksiyonunu katalizlerler (deMan, 1999). Proteazlar tarafindan gergeklestirilen katalizleme
islemi 3 temel reaksiyondan olusur. Bunlar; orijinal peptit zinciri ile enzim arasinda
Michaelis kompleksinin olusumu, peptit baginin koparilip iki peptitden birinin serbest
kalmas1 ve niikleofilik ataklarla enzim-peptit kompleksinin ayrilmasi ve diger peptit ile

enzimin serbest kalmasidir (Kristinsson ve Rasco, 2000b).

Katalitik merkezdeki
fonksiyonel grup

Endopeptidazia r}

Asit proteazlar
(pepsin, kimosin)

Aspartik asit
kalintisi

Sistein proteazlar
(papain, katepsin B)

Sistein grup (-SH)

—)

Metalloproteazlar
{termolisin,

Divalan katyonlara
(Zn+2, Cu+2, Mg+2)

- . ihtiyag duyan glutamik
karboksipeptidaz A) yagsit k;llntlgl
Serin proteazlar Serin kalintisi
PROTEAZLAR L3t (tripsin, kimotripsin, (histidin ve aspartik
subtilisin (Alcalase)) asit ile birlikte)

Aminopeptidazlar
Aminopeptidaz I ve II

Ekzopeptidazlar
Karboksipeptidazlar

Serin karboksipeptidaz
Sistein karboksipeptidaz
Metallo karboksipeptidaz

Sekil 2.1. Proteazlarm siniflandirilmasi (Kumar ve ark., 2008)

Proteazlar, farkl sekillerde kategorize edilebilmektedir. Sekil 2.1°de katalizledikleri
bdlgeye ve katalitik merkezlerindeki fonksiyonel gruplarina gore yapilan siniflandirma yer
almaktadir. Katalizledikleri hidroliz bolgesine gore proteazlar iki gruba ayrilirlar. Bunlardan
ilki endopeptidazlar (endoproteinazlar, proteinazlar), polipeptit zincirindeki peptit baglarini,
uclardan uzak i¢ kisimlarda hidrolize ederler ve daha kii¢iik boyutta suda ¢oziinebilir
peptitler olustururlar. Ekzopeptidazlar ise, karboksi (COOH) veya amino (NH2) ugtan
(terminal) peptit baglarin1 kopararak serbest amino asitlerin ayrilmasini saglarlar (Aehle,
2004). Ekzopeptidazlardan N (amino) ucundan ayiranlara aminopeptidaz, C (karboksi)

ucundan ayranlara ise karboksipeptidaz ad1 verilmektedir. Gida proteinlerinin hidrolizinde



genellikle endoproteinazlar kullanilir ancak biitliniiyle bir hidroliz amaglaniyorsa nadiren
ekzopeptidazlarla kombine edilerek de kullanimi s6z konusudur (Kristinsson ve Rasco,
2000b).

Enzim molekiiliinde substratin baglandig1 ve katalizlemenin gercgeklestigi aktif
bolgelerinde (katalitik merkez) bulunan fonksiyonel gruplara gére de proteazlar 4 dnemli
smifa ayrilirlar. Bunlar asit proteazlar (A), thiol/sistein proteazlar (C), metalloproteazlar (M)
ve serin proteazlardir (S) (Temiz, 2007; Batra ve Walia, 2014).

Asit proteazlara aspartil veya karboksilik proteazlar da denilmektedir. Bunun sebebi
aktif bolgelerinde iki aspartik asit kalintisina ait karboksil gruplarinin bulunmasidir. Bu
enzimler asidik pH’da (3-4) yiiksek aktivite ve stabilite gosterirler. Baliklarin midesinden
izole edilen yaygin asit proteazlar; pepsin, kimosin (rennin) ve gastriksindir.

Thiol/sistein proteazlar, katalitik bolgelerinde esansiyel grup olarak sistein ve histidin
icerirler. Sisteinden gelen thiol (-SH) grubuna ihtiya¢ duyarlar. En yiiksek hidrolitik
aktiviteyi pH 4-6,5 arasinda gosterirler (Simpson, 2000). Lizozomal sistein proteazlardan
katepsin B, H ve L hiicre ici protein doniisiimlerinde 6nemli rol oynarlar. Baligin post-
mortem sathasinda yapisal kas proteinlerini hidrolize ederek etin yumusamasini saglarlar
(Yoshida ve ark., 2015).

Metalloproteinazlarin aktivitesi iki degerlikte katyon baglarinin varligima baghdir.
Aktif bolgesinde, birbirine yakin iki histidin yan zinciri tarafindan baglanmis ¢inko atomu
ve glutamik asit kalntist bulunur. Tim metallo-endopeptidazlarin dogal formlarinda
katalitik aktif metal olarak ¢inko yer almakta, ancak ¢inko yerine kobalt gibi baska bir metal
gectiginde de enzim aktivitesinde bir degisiklik olmamaktadir (Simpson, 2000; Barrett ve
Rawlings, 2001).

Bilinen proteazlarin {igte birinden fazlasini serin proteazlar olusturur. Serin proteazlar
aktif bolgelerinde katalitik iiclii olarak adlandirilan bir imidazol grup (His), bir aspartil
karboksil grup (Asp) ve niikleofil olarak reaktif serin (Ser) kalintis1 igerirler (Cera, 2009).
Balik sindirim bezlerinden izole edilen serin proteazlar; tripsin, kimotripsin ve elastazdir.
Tripsin yiiksek seciciligiyle peptit zincirinin karboksil tarafindan lisin ve arjinin kalintilar
iizerine etki eder. Kimotripsin ise daha yaygin sekilde trozin, fenilalanin, triptofan ve 16sin
gibi biiylik boyutlu yan zincire sahip nonpolar (hidrofobik) amino asitler lizerinde etkilidir.
Serin proteazlar genellikle notr ve alkali pH degerlerinde aktiflerdir. Optimum pH araligi 7-
11, izoelektrik noktalar1 pH 4-6, molekiil agirhklar1 18-35 kDa arasindadir. Serin
proteazlarin en genis alt grubu olan serin alkali proteazlar, alkali pH degerlerinde aktiflerdir.

Optimum pH degeri 10, izoelektrik noktasi pH 9 civarindadir. Molekiil agirliklar1 15-30 kDa



arasinda degismektedir. Substrat secicilikleri bakimindan kimotripsine benzerler (Rao ve
ark., 1998). Endiistriyel enzimler icinde en dnemli grup, mikrobiyal orijinli serin alkali
proteazlardir. Gida, yem, deterjan, deri, fotograf endiistrileri gibi genis bir kullanim alanina
sahip olan (Gupta ve ark., 2002; Batra ve Walia, 2014) bu enzimlerin tiretildigi en dnemli
mikroorganizma grubu Bacillus spp.dir. Bacillus tiirlerinden elde edilen ve yaygin kullanima

sahip enzim ise subtilisindir (Rao ve ark., 1998; Kumar ve ark., 2008; Bhunia ve ark., 2012).

Balik Protein
Hidrolizi
1
| |
. .. Biyokimyasal
Kimyasal Siirec Siirec
Enzim Ekleme ile
Asit Hidrolizi Alkali Hidrolizi Otolitik Hidroliz (Enzimatik)
Hidroliz

Sekil 2.2. Protein hidroliz yontemleri (Kristinsson ve Rasco, 2000b)

2.3. Balik Protein Hidrolizi

Balik proteinlerindeki peptit baglarinin kimyasal veya enzimatik yollarla su alarak
yikilmasi ile elde edilen farkli biiyiikliiklerde peptitlerden ve serbest amino asitlerden olusan
sivi iirline balik protein hidrolizati (BPH), yiiriitilen isleme de protein hidrolizi adi
verilmektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000b; He ve Ark., 2013). Esas itibariyle balik protein
hidrolizat1 tiretiminde, kimyasal ve biyokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Kimyasal
yontemle hidroliz, asit veya alkali kullanilarak gerceklestirilmekte; biyokimyasal siire¢ ise

kendi i¢inde farkli yontemleri barindirmaktadir (Sekil 2.2).

2.3.1. Kimyasal Yéntemle Balik Protein Hidrolizi

Kimyasal yontemle protein hidrolizi, asit veya alkali kullanilarak peptit baglarinmn
parcalanmas1 seklinde gerceklesir. Bu yOntem, nispeten ucuz ve basit sekilde
yiiriitiilebildiginden ge¢miste sanayi tarafindan tercih edilmistir. Ancak elde edilen iiriinlerin
gida amagli kullaniminda bazi sorunlar yaganmistir. Kimyasal hidrolizde iiretim faktdrlerini

kontrol etmek giic oldugundan, iriinler farkli kompozisyon ve fonksiyonel o6zellik
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gosterebilmektedir. Gliclii kimyasallarla, yiiksek sicaklik ve pH degerlerinde gergeklesen
hidroliz sonunda iirlinlerin besleyici degeri azalmakta, fonksiyonel 6zellikleri gerilemekte

ve aroma kayb1 meydana gelmektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000b).

2.3.1.1. Asit Hidrolizi

Asit hidrolizi, alkali hidrolizine gére daha yaygin kullanilan bir yontemdir. Balik
proteinlerinin asitle hidrolizinde genel olarak hidroklorik asit, baz1 durumlarda da siilfirik
asit kullanilir. Yiiksek sicakliklarda ve yiiksek basing altinda proteinlerin tamami hidrolize
olur. Hidrolizatin pH’s1 daha sonra 6,0-7,0 seviyesine ayarlanir. Suyun fazlasi
uzaklastirilarak lapa haline getirilir veya cesitli islemlerle kurutulur. Uriin biiyiik dlgiide
hidrolize proteinlerden olustugundan sahip oldugu en Onemli fonksiyonel ozellik,
¢cOziintirliiktiir. Balik protein substratinin tamami 6M HCI kullanilarak 110°C’de 24 saatte,
118°C’de 18 saatte veya 145°C’de 4 saatte hidrolize edilebilir. Sonrasinda yapilan
ndtralizasyon islemi ile biiylik miktarda tuz olusur. Bu tuz hem tadi bozar, hem de gida
sistemleri i¢inde istenmeyen etkilesimlere sebep olabilir (Kristinsson ve Rasco, 2000b;
Ghaly ve ark., 2013). Bazi1 amino asitlerde meydana gelen kayip, bu hidroliz yonteminin
diger olumsuz yoniidiir. Asit hidrolizi sartlarinda asparjin ve glutamin tamamen aspartik asit
ve glutamik asite hidrolize olurken; esansiyel bir amino asit olan triptofan tamamen; tirozin,
serin ve treonin ise kismen tahrip olur. Genellikle asit hidrolizinde %5-10 geri kazanim kayb1
olur (Ghaly ve ark., 2013).

Asit hidrolizi; kullanilmayan ikincil hammaddenin giibreye doniistiiriilmesinde, diisiik
iiretim maliyeti ve biiylik Ol¢lide proteinlerin hidrolize olmasindan dolay1 yaygin olarak

kullanilmaktadir (Kristinsson ve Rasco, 2000b).

2.3.1.2. Alkali Hidrolizi

Basta sodyum hidroksit olmak {izere, alkali kimyasallar kullanilarak yiiriitiilen
hidrolizde, siklikla zayif fonksiyonel 6zelliklere ve tiiketim agisindan yan etkilere sahip {iriin
elde edilir. Balik proteinlerinin alkali hidrolizinde baslangi¢ substrati olarak balik protein
konsantresi (BPK) kullanilir. Alkali hidrolizinde 6ncelikle hizli bir sekilde suda ¢6ziinen
proteinler pargalanir, diger substratin degradasyonu yavas bir sekilde devam eder. Yapilan
bir ¢aliymada, balik protein konsantresi kullanilarak yiiksek pH (12,5) ve sicaklik
degerlerinde (95°C) 20 dakika siireyle gerceklestirilen alkali hidrolizinde substratin
fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestigi tespit edilmistir (Tannenbaum ve ark., 1970a; 1970b;

Kristinsson ve Rasco, 2000b).
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Alkali hidrolizi esnasinda zararli reaksiyonlar meydana gelebilmektedir. Alfa karbon
atomundan hidrojenin ¢ekilmesiyle baglatilan reaksiyon siireci sonunda L-amino asit
formundan, insan viicudunun kullanamadigi D-amino asit formuna doniisiim (rasemizasyon)
gerceklesmektedir (Linder ve ark., 1995). Alkali hidrolizinde ayrica B-eliminasyon
reaksiyonlar1 yoluyla sistein, serin ve treonin kayb1 yasanir ve disiilfit baglar1 ayrilir (Lahn
ve Braun, 1994). Bununla birlikte lisinoalanin, ornithinoalanin, lantionin ve -amino alanin
olusur (Sekil 2.3). Hidroliz sirasinda olusan lisinoalanin gibi bilesikler toksik 6zellikte olup,

gidalarda olmasi arzu edilmez (Ghaly ve ark., 2013).

Lisinoalanin

Lisin

Tanimlanmamig

bilesikler Ornithinoalanin

Dehidroalanin

beta-
aminoalanin

Sekil 2.3. Alkali protein hidrolizinde olusabilecek bilesikler (Kristinsson ve Rasco, 2000b)

2.3.2. Biyokimyasal Yontemlerle Bahk Protein Hidrolizi

Balik veya diger gida proteinlerinin biyokimyasal hidrolizi, enzimler yoluyla
gerceklestirilmektedir. Bu islem, balik i¢ organlar1 veya kaslarinda halihazirda bulunan
proteolitik enzimlerin (endojen proteazlar) kullanimi ile olabilecegi gibi bitkisel, hayvansal
ve mikrobiyal kaynaklardan gelen enzimlerin  disaridan ilavesi ile de
gerceklestirilebilmektedir. Reaksiyon sartlarinin belirlenmesinde ve iiretilen hidrolizatlarin

ozelliklerinin olugsmasinda kullanilan proteolitik enzimlerin yap1 ve aktiviteleri nemli rol
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oynamaktadir. Bu nedenle endojen veya ekzojen enzimlerin kullanim tercihi, tiim siireci

etkileyen dnemli bir karar agamas1 olmaktadir.

2.3.2.1. Otolitik Hidroliz

Balik proteinlerinden hidrolizat elde etmede kullanilan biyokimyasal yontemlerden
biri otolitik hidrolizdir. Islem sirasinda kontrolii giic olan bu ydntemin basit islem
basamaklarindan olugmasi ve masrafinin olmamasi nedeniyle avantajli yanlar1 da
bulunmaktadir.

Otolitik hidrolizde katalizleme islemini yapan baglica sindirim enzimleri, serin
proteazlardan tripsin ve Kimotripsin ile thiol proteazlardan pepsindir. Bu enzimler ig¢
organlarda ve sindirim kanalinda yogun olarak bulunur. Smirli derecede balik kas
hiicrelerinde bulunan lizozomal proteazlar veya kateptik enzimler de proteolitik yikima etki
ederler. Otolitik hidroliz tirlinleri genel olarak serbest amino asitler ve kisa peptitler igeren
akigkan siv1 formundadir (Kristinsson ve Rasco, 2000b).

Hidrolizi gergeklestiren endojen enzimler, farkli aktivasyon sartlarina ihtiya¢ duyan
olduk¢a kompleks bir karisim halindedir. Ayn1 zamanda sindirim enzimleri konsantrasyon
bakimindan; tlire, mevsime, cinsiyete ve yasa gore Onemli Olglide farklilik
gosterebilmektedir. Enzim sistemindeki bu kararsiz yapi, hidrolitik prosesin kontroliinii
imkansiz kilmaktadir. Yiirttiilen hidroliz islemi sonucunda, mevcut hidrolitik girdi ve sartlar
cercevesinde son tirtiniin molekiiler profili sekillenmekte ve o hidroliz islemine 6zgii iirtinler
elde edilmektedir.

Otolitik hidrolizde elde edilen hidrolizatlar, kimyasal hidrolizde oldugu gibi, diisiik
fonksiyonel 6zelliklere sahip olmaktadir. Bu durum nedeniyle endojen proteolitik enzimler,
Ozellikle balik sosu ve balik silaji1 tiretiminde kullanilmaktadir. Balik sosu tiretiminde balik
kas1 ve i¢ organlarindan gelen proteazlara, halofilik bakterilerin iirettikleri de katilarak tat
ve aroma gelisiminin tamamlanmasini saglarlar. Balik silaji iiretiminin baslangicinda
hammadde asitlendirildiginden, serin proteazlar inaktif durumdadir. Hidroliz bu pH

degerlerinde ¢ok aktif olan pepsin ve kateptik enzimlerle gerceklesmektedir (Kristinsson ve

Rasco, 2000b; Rustad, 2003; Thorkelsson ve Ark., 2008).

2.3.2.2. Enzimatik Balik Protein Hidrolizi
Enzim eklenerek yiiriitiilen (enzimatik) balik protein hidrolizi, hammadde proteinin
besleyici 0zelliklerini riske atmadan; fizikokimyasal, fonksiyonel ve duyusal 6zelliklerini

gelistiren veya modifiye eden dnemli bir islemdir. Enzimatik hidroliz; otolitik hidrolizin

13



kontrollii sartlar altinda genisletilmesidir. Bu hidroliz yontemi genel olarak mutedil sartlarda
(pH, sicaklik, basing) gergeklestirildiginden kimyasal hidroliz yontemlerine gore iistiin
ozellik gosterir. Bu hidroliz siirecinde;

a) Asit veya alkali hidrolizinde meydana gelen optik Ozellikleri degismis
rasemizasyon Uriinleri,

b) Asit hidrolizindeki esansiyel sistin, sistein, metionin ve triptofan amino asitlerinin
harabiyeti,

) Asit hidrolizi sonunda yapilan nétralizasyona bagli asir1 tuz olusumu,

d) Alkali hidrolizindeki sistin, arjinin, treonin, serin, isolosin ve/veya lisin
miktarlarinda azalma, lisinoalanin veya lantionin gibi alisilmadik toksik amino asit
kalintilarinin olugsumu ortaya ¢ikmaz.

Enzimatik hidrolizin disaridan enzim katilarak gergeklestirilmesi; islemin ¢ok iyi bir
sekilde kontrol edilmesine, arzu edilen son iiriine gore siirecin tasarlanmasma imkan
tanimaktadir. Bu haliyle de otolitik hidrolize gore cok biiyiikk bir avantaj saglamaktadir
(Kristinsson ve Rasco, 2000b; Shirai ve Ramirez-Ramirez, 2011; Herpandi ve ark., 2011,
Tavano, 2013).

Isitma/Asit
ilavesiyle endojen
enzimlerin
inaktivasyonu

Ogitme -
4 Homojenizasyon -
Su ilavesi

Balik veya isleme
ENET]

Isitma/Asit
Enzim ilave edilerek ilavesiyle enzimin
reaksiyonun inaktive edilerek
baslatiimasi hidrolizin
sonlandiriimasi

pH ve sicakligin
ayarlanmasi

Kati ve yag fazinin Suyun
ayrilmasi uzaklastiriimasi

BPH tozu

Sekil 2.4. Enzimatik balik protein hidrolizat1 liretimi genel akis semasi

Proteinlerin proteolitik enzimlerle spesifik peptit baglarindan pargalanmasiyla
meydana gelen enzimatik modifikasyon, gida sanayinde iistiin fonksiyonel 6zelliklere sahip

hidrolizat iiretiminde yaygin bir kullanima sahiptir (Tanuja ve ark., 2014). Temel islem
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basamaklar1 Sekil 2.4°de verilen enzimatik hidroliz yoluyla katma degeri yliksek balik
protein hidrolizat1 (BPH) iiretilmesi, ticari boyutta baligin daha fazla degerlendirilmesinin
yolunu agtigindan balik¢ilikla ilgili bilim insanlarinm ve teknologlarin son yillarda ilgisini
cekmistir. Balik proteinlerinin enzimatik hidrolizi, esasen kullanim dig1 balik ¢iktilarmin
yem veya glibreye doniistliriilmesine alternatif bir yaklasim olarak kullanilmaktadir. Bu
nedenle balik isleme atiklar1 veya ikincil hammaddenin BPH {iretiminde kullanildig:
calismalar yakin zamanda olduk¢a artis gostermistir (Venugopal 1994; Kristinsson ve
Rasco, 2000b; Gildberg, 2002; Sen, 2005; Kristinsson, 2006; Souissi ve ark., 2007;
Ovissipour ve ark., 2009a, 2009¢c; Valencia ve ark., 2011). Cizelge 2.1°de baz1 balik ve
isleme atiklarinda yiiriitiilen enzimatik hidroliz ¢alismalarma ait bilgiler listelenmistir. Bu
calismalarda genellikle farkli enzimler veya ayni enzime ait farkl reaksiyon sartlarmin iiriin
ozelliklerine etkisi aragtirilmistir.

Enzimatik hidrolizde kullanilan proteolitik enzimler; bitkisel (papayadan elde edilen
papain, incirden elde edilen fisin, ananastan elde edilen bromelain gibi), hayvansal (pepsin,
tripsin, kimotripsin, pankreatin gibi) ve bakteri (Alcalase®, Protamex®, Flavourzyme®,
Neutrase®, Pronase gibi) kokenli olabilmektedir (Kristinsson, 2006; Ovissipour ve ark.,
2009a; Muzaifa ve ark., 2012). Kullanilan enzimlerde aranan temel o6zellikler; gidada
kullanilabilir vasifta (food grade) olmasi ve mikroorganizma kdkenli ise patojen olmayan
organizmalardan tiiretilmis olmasidir (Shirai ve Ramirez-Ramirez, 2011). Genel olarak
mikrobiyal enzimlerin hayvansal ve bitkisel kaynakli enzimlere kiyasla genis kapsamda
katalitik aktivite gostermeleri, pH ve sicaklik stabilitelerinin yliksek olmasi gibi bazi
avantajlara sahip olduklar1 bilinmektedir (Diniz ve Martin, 1997). Bu nedenle hidrolizat
iretiminde arastiricilarin  daha ¢ok mikrooganizma kokenli enzimlerle calistiklari
goriilmektedir. Bu kapsamda yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda balik protein hidrolizatlarmin
hazirlanmasinda kullanilan en iyi enzimin Alcalase® oldugu yoniinde fikir birligi
olusmustur. Balik protein hidrolizatlarinda goriilen acilik probleminin Alcalase kullanimiyla
en aza indirilmesi, yiiksek proteolitik aktivitesi ile diisiik maliyetli olmas1 yani nispeten az
miktarda kullanimma karsilik yiiksek protein geri kazanimi saglamasi tercih edilme
sebeplerinin bagmnda yer almaktadir. Ayrica hidrolizatlarin fonksiyonel 6zelliklerinin
iyilesmesinde gozlenen etkileri popiilerliginin artmasini saglamistir (Hoyle ve Merritt, 1994;
Shahidi ve ark., 1995; Kristinsson ve Rasco, 2000b; Guerard ve ark., 2001; Ovissipour ve
ark., 2009a, 2009c).
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Cizelge 2.1. Balik¢ilik iirlinlerinde enzimatik hidroliz ¢aligmasi 6rnekleri

Hammaddenin Hidroliz Sartlar1
Hamm Literatiir
-~ Kullanilan Kullanilan ad./ Su . E/S .
Tiiri Kismi Enzim Oram TCO pH Oram Siire
(miv)
%0,1-
0,
Alcalase 2.4L {;?ns) HD % 4,
Preslene- Tripsin ralikt % 8 ve %
rek bir Bu enzimler . . aralkta 12 olacak .
- . - 259/L A: 50 A: 8,0 arzu - Garcia-
Blue whiting miktar yagi | tek basina ve lacak X X il sekilde
(M. poutassou) ve suyu 1:1 oraminda olaca T: 40 T:80 edilen hidroliz Moreno ve
' ) sekilde | A/T: 45 AIT: 8,0 HD elde o ark., 2016
alinmis karigtirilarak stirdiiriil-
. edecek P
balik keki kullanilmig- . miigtiir.
tr sekilde
’ kullanil-
mstir.
Fileto ve i¢
. organlar % 0,5, .
Eatf:)Shhgtfélmus) ayrildiktan | Alcalase 11 55 8,5 15,25 |90ck | lanuave
ypop sonra etli (v/m) "
omurga
Papain (0.5-2
Pullar u/mg),
ayiklanmuig, | Alcalase (35 P: 50 P:7,0
Silver carps (H. yagi u/mg), 17 A: 60 A: 8,5 %10 2,4,6ve | Jiangave
molitrix) alinmig Flavourzyme ’ F: 50 F:7,0 e 20 saat ark., 2014
balik (500 u/mg) T:37 T:75
filetosu Trypsin (250
u/mg)
Barbel (Barbus . . 31 Sila ve ark.,
callensis) Fileto Alcalase 1:1 50 10 (UImg) 5 saat 2013
Tiim balik 05 Ramakrish
Uskumru ve isleme Alcalase 1:1 55 75 9/100g 1 saat nan ve ark.,
atiklari materyal 2013
Kirmizi tilapya . . 0,25, 0,5,
bali . Alcalase , A: 60 A80 %2 12,34 | Shamloove
. Fileto Flavourzyme 1:4 F: 55 F:7,0
(Oreochromis '50 : (m/m) ve 5 saat ark., 2012
niloticus) Protamex P:5 P:7,5
Alcalase,
Bromelain,
Flavourzyme,
Protamex, H
Protease A P
“Amano 2, ayarlanma-
Pacific hake Derisi Protease N Eﬁfr’oliz 216/100 Cheuna ve
(Merluccius ayrilmig “Amano”’ K, | 1:2 50 (Ulg 1 saat 9
: . sonunda ark., 2012
productus) fileto Protin SD balik)
NY10, 6.58j6.94
Umamizyme- ?my gm..d 2
K, Validase Olgilmistiir
BNP-L,
Validase
FPexo

16



Cizelge 2.1’in devanu

Hammaddenin Hidroliz Sartlar1
Hammad./ Literatiir
Tiirii Kullamlan | Kullamlan | “g 'y 000 | 1) pH E/S Oram Siire
Kismm Enzim
(miv)
Alcalase, A:50 A:7,0
Flavourzyme, | % 12 F: 50 F:7,0
isleme Neutrase, protein N: 50 N: 7,0 0 Ahn ve
Somon atiklart Protamex, icerecek P:37 | P:20 %1 (m/m) 8 saat ark., 2012
Pepsin sekilde P: 50 P:7,0
Trypsin T:37 T:8,0

A A:%0,5
Bluewing Alcalase ve '

- . 500 mg A: 70 . (m/m) A: 1 saat Santos ve
siﬂgg&é? Fileto Flavourzyme protein/ml F: 50 AF 75 F:%3,0 F: 2 saat ark., 2011
P (m/m)

. Baligin Orientase
Orkinos .
kara eti 90N . 0:50 0:7,0 0
g:unglt;s (dark Protease 1:2 P37 P75 % 1 (m/m) 6 saat Hsu, 2010
99 muscle) XXINI
12 35, 38, 17,22, 34, 60, 80, Ovissipour
Huso huso I organlar1 | Alcalase (t;uffer) 45,5, 8,5 46,51 AU/kg | 120, 160, ve ark.,
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Novozyme (Danimarka) firmasi tarafindan Bacillus licheniformis bakterisinden
fermantasyon teknigi ile iiretilen Alcalase® enzimi (EC 3.4.21.62, Subtilisin A, Subtilisin
Carlsberg, Subtilopeptidaz A, Bakteriyel Alkalin Proteaz), Serin S8 endoproteinaz ailesi
iiyesi bir enzimdir. Genis bir substrat segiciligi ile alkali sartlarda dogal ve denatiire
proteinleri yiiksek diizeyde hidrolize etme yetenegine sahip bu enzimin pH 6,5-8,5
araliginda aktif oldugu ve optimum aktivite sicakliginm ise 60°C civarinda oldugu
belirtilmektedir (Sigma, 2016). Alcalase enzimi ile yiiriitiilen ¢aligmalarda reaksiyon sartlari
farklilik gosterebilmektedir. Ornegin Shahidi ve arkadaslari (1995), Alcalase kullanim
degerlerinin optimizasyonu c¢aligmasinda, optimum sicakligmin hidroliz siiresine gore
degisiklik gdsterebilecegini belirtmislerdir. Ornegin 60 dakikalik hidroliz siiresi i¢in 60°C
uygun goziikiirken, hidroliz siiresi 120 dakikaya ¢ikarildiginda optimum sicakligm 55°C
olmas1 gerektigini tespit etmislerdir. See ve arkadaslar1 (2011) tarafindan Alcalase enzimi
ile Salmo salar derisi hidrolizi konusunda yapilan optimizasyon ¢alismasinda, hidroliz
derecesinin (HD) en yiiksek oldugu sartlar; enzim/substrat oranmi %2,5 (v/m), reaktor
sicakligr 55,3°C ve pH 8,39 seklinde belirlenmistir. Bu sartlarda hidroliz derecesi %77
olarak tespit edilmistir. Ovissipour ve arkadaslar1 (2009¢) ise, benzer ¢alismay1 mersin balig1
i¢ organlar1 ile yiirlitmiisler, cevap ylizey metolojisi ile degerlendirdikleri optimizasyon
calismasinda; pH 8,5’da, 50°C’de 120 dakikada, 34 AU/kg protein enzim/substrat oraninda
en yiiksek protein kazanimini elde etmislerdir. Muzafia ve arkadaglar1 (2012) tarafindan pH
8,0 ve 55°C’de materyal olarak balik isleme atiklar1 kullanilarak elde edilen hidrolizatlardan;
Flavourzyme kullanilarak elde edilen iiriinlere gore Alcalase enziminin daha yiiksek protein
geri kazanimi sagladigi, iriinlerdeki ¢oziiniirliik, emiilsifiye kapasitesi, koplirme gibi
fonksiyonel Ozelliklerin daha yiliksek degerlerde oldugu tespit edilmistir. Shamloo ve
arkadaslar1 (2012) 60°C ve pH 8,0’de elde ettikleri Alcalase hidrolizatlarinin, Protamex ve
Flavourzyme hidrolizatlarina gére onemli derecede yliksek radikal temizleme aktivitesine
sahip olduklarmi, Alcalase enziminin katalitik aktivitesinin de digerlerinden yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir.

Enzimatik hidroliz siireci li¢ safthada gergeklesmektedir. Baslangi¢ fazi, reaksiyonun
en hizli oldugu ve par¢alanmanin en yogun gerceklestigi asamadir. Ikinci fazda, hidrolizle
¢cOziiniir forma gecen peptitler, hidrolize olmamis proteinler icin rekabet¢i substrat
olustururlar ve hidroliz hiz1 siire ilerledikce diiser. Ugiincii faz ise hidroliz reaksiyonunun
olmadig1 satha olup, duragan faz olarak adlandirilmaktadir (Shahidi ve ark., 1995).

Enzimatik hidroliz siirecinde amino asitlerin serbest kalmasina bagli olarak pH

degerinde diisiis olmaktadir. Ozellikle serin alkali proteazlarin kullaniminda bu durum,
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reaksiyon ortamini optimumdan uzaklastirarak verimi diistirmektedir. Reaksiyon esnasinda
olusan bu olumsuzluk, “pH stat” yontemi ile dnlenebilmektedir. Bu yontemle hidroliz
stiresince pH siirekli kontrol edilmekte, pH’ nin diismesi durumunda disaridan alkali ilavesi
ile enzime 6zgii optimum pH sabit tutulabilmektedir (Himonides ve ark., 2011).

Hidroliz derecesi (% HD), hidrolitik yikimin boyutunu ve reaksiyon sartlarinin
etkinligini gosteren bir 6l¢iidiir. Hidroliz derecesi farkli tekniklerle belirlenebilmektedir.
Bunlardan biri pH stat yontemi olup, sarfedilen alkali miktar1 iizerinden hesaplama
yapilmaktadir. Kullanilan diger yaygin yontemler ise ozmometre, TCA ve TNBS
yontemleridir (Adler-Nissen, 1986; Kristinsson ve Rasco, 2000b).

2.4. Bahk Protein Hidrolizatlarimin (BPH) Ozellikleri

Temel olarak BPH’nin 6zellikleri, tiretim sartlarma gore sekillenmektedir. Bunlardan
en onemlileri kullanilan materyal (substrat) ve secilen enzimdir. Hidroliz siirecini etkileyen
reaksiyon sartlari ile ilgili degiskenler ise; S (protein konsantrasyonu), E/S (enzim/substrat
orani), pH, T (sicaklik) ve t (hidroliz stiresi) olmaktadir. Kullanilan materyal ve enzim ¢esidi,
son Uriiniinliin yapisin1 belirleyen ana unsurlar olmakla beraber, hidrolitik sartlardaki
degiskenler de hidrolizat verimi ve kompozisyonu iizerinde Onemli etkiye sahiptir
(Kristinsson, 2006; 2007).

Hidrolizatlarin 6zelliklerini kullanim amaclarma gore kategorize etmek miimkiin
olmaktadir. Bu kapsamda BPH o6zellikleri; besleyici 6zellikler, fonksiyonel 6zellikler ve

biyoaktif 6zellikler seklinde ti¢ sinifta toplanabilir.

2.4.1. Balik Protein Hidrolizatlarinin Besleyici ve Duyusal Ozellikleri

Hidrolizat iiretiminde, materyaldeki protein molekiillerinin tamami parcalandigindan
geriye kalan yag ve ¢ozlinmeyen kat1 maddeler uzaklastirilmakta, dolayisiyla elde edilen
iriinde protein konsantrasyonu artmaktadir. Hidroliz yoluyla hammaddedeki proteinler;
suda ¢oziinebilir ve kolay sindirilebilir farkli boyutlarda peptit ve serbest amino asit
karigimmna doniismektedirler. Boylece hidrolizatlar, gida takviyesi olarak insan ve
hayvanlarin beslenmesinde kullanilabilmektedirler (Kristinsson, 2006, 2007; Arason ve ark.,
2009). Balik protein hidrolizi konusunda yiiriitiilen calismalarda, secilen reaksiyon sartlarina
bagli olarak kurutulmus hidrolizatlarda %62,3 ila %88,6 arasinda yliksek diizeyde protein
tespit edilmistir. Bu hidrolizatlarin; FAO ve WHO tarafindan Onerilen amino asit
degerlerinin (FAO, 1985) iizerinde aminoasit kompozisyonuna sahip oldugu goriilmiistiir
(Sathivel ve ark., 2005; Souissi ve ark., 2007; Pacheco-Aguilar ve ark., 2008). Enzimatik
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protein hidrolizinde olusan kisa zincirli peptit formu, spesifik formiilasyonlar i¢in arzu
edilen 6nemli bir 6zelliktir. Kisa zincirli peptitlerin (temelde dipetitler ve tripeptitler)
sindiriminin serbest amino asitlere gore ¢ok daha etkin gerceklestigi ifade edilmektedir
(Clemente, 2000).

Balik protein hidrolizatlarmin gida katki maddesi olarak kullanimi fikri oldukc¢a cazip
bir durumdur, ancak kullanimida bazi smirlayici 6zellikleri bulunmaktadir. Bunlardan en
onemlisi hidrolizatin sahip oldugu duyusal 6zelliklerdir.

Dogal olarak balik hidrolizatlari, yapist geregi “baliksi koku™ 6zelligine sahiptir. Bu
Ozellik hayvan beslemecili§inde avantaj olustururken, insan tiiketimi i¢in problem
olusturabilmektedir. Bu nedenle insan tiikketimine sunulacak gidalarda kullanimimdan 6nce
kokunun giderilmesi i¢in ilave islemlere ihtiyag bulunmaktadir. Arastirmacilar
hidrolizatlarin kokusunun giderilmesi konusunda calismalara devam etmekte, calisma
sonuclarinin  hidrolizat endiistrisine entegrasyonu ile balik hidrolizatlarinin gidalarda
kullannminin yayginlasacagi diistiniilmektedir (Karadeniz ve Kim, 2014). Hidrolizatlardaki
onemli ve yaygim bagka bir duyusal problem ise “acilik’tir. Acimsi tat, hidroliz siirecinde
son karbon terminalinde hidrofobik grup bulunan peptitlerin olusumuna baglanmaktadir.
Aciligi maskelemek i¢in glutamik asit veya glutamilce zengin peptitler, polifosfatlar, jelatin
ile glisin i¢ceren maddelerin katilmasi O6nerilmektedir (Shirai ve Ramirez-Ramirez, 2011).
Enzim secimi ve hidroliz derecesinin hassas bir sekilde ayarlanmasi ise problemin en aza
indirilmesinde 6nemli etki yaratmaktadir. Peptit zincirinin karboksi veya amino ucunda
acilik olusturan hidrofobik kalintilara (valin, isoldsin, fenilalanin, triptofan, 10sin ve tirozin)
sahip peptitlerin 1000-6000 Da molekiil agirligma sahip oldugu tespit edilmistir. Diger bir
yaklasimda ise, peptit zincirindeki hidrofobik kalint1 sayisinin {i¢ veya daha fazla sayida
olmasinin aciliga sebep oldugu ifade edilmektedir. Aciligin giderilmesinde ekzopeptidazlar
ilave edilerek kapsamli bir hidroliz gerceklestirilmesi veya daha diisiik hidroliz derecesi ile
daha biiyiik boyutlu peptitlerin elde edilmesi 6nerilmektedir (Venugopal, 1994; Kristinsson
ve Rasco, 2000b; Nilsang ve ark., 2005; Sen, 2005). Hidrolizin duyusal agidan iiriine kattig1
olumlu etki ise, umami (glutamat benzeri) tadinmn olusmasidir. Insanlarda cezbedici 6zelligi
yliksek olan bu tadin kaynagi glutamik asit kalintis1 yoniinden zengin, oligopeptitlerdir
(Venugopal, 1994).

Balikk protein hidrolizatlari, mikroorganizmalar i¢in de besin kaynagi olarak
kullanilabilmektedir. Balikk hidroliz iirlinlerinden elde edilen peptonun, diger ticari
peptonlara gore daha yiiksek seviyede bakteri gelisimini destekledigi bazi ¢aligmalarla tespit

edilmistir. Ornegin Fallah ve arkadaslar1 (2015), sazan balig1 Alcalase hidrolizatlarinim ticari
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TSB (Triptic Soy Broth)’a gore S. aureus bakterisinin gelisimine 6nemli derecede olumlu
etki yaptigini belirlemislerdir. Ancak arastiricilar ayni sonucu tripsin hidrolizatlarindan
alamamuglardir. Ovissipour ve arkadaslar1 (2009b) ise, yellowfin orkinos balig1 kafalarindan
Alcalase ve Protamex enzimleri ile elde ettikleri peptonlarin, test edilen 7 bakterinin geligimi
tizerine ticari peptonlardan daha destekleyici olduklarimi belirlemislerdir. Annadurai ve
arkadaslar1 da (2012), sardalya balig1 isleme atiklarindan elde ettikleri asit hidrolizatlarinin
pepton olarak besiyerinde kullanildiginda ticari peptonlar gibi islev gordiigiinii ve ¢cok ucuza

mal edilebildigini rapor etmislerdir.

2.4.2. Balik Protein Hidrolizatlarinin Fonksiyonel Ozellikleri

Gida tretiminde proteinler, genel anlamda iirliniin besin kalitesini ve fonksiyonel
ozelliklerini iyilestirmek amaciyla kullanilmaktadir (Arason ve Ark., 2009). BPH nin gida
sisteminde kullanimi ise, daha ¢ok fonksiyonel 6zelliklerinden faydalanmak amaciyla olup,
0zel bir onem tagimaktadir. Fonksiyonel 6zellikler; “Gida sistemlerinde; isleme, depolama,
pisirme ve tiiketim sirasinda proteinlerin davraniglarim etkileyen fiziksel ve kimyasal
ozelliklerdir” seklinde tanimlamaktadir (Kinsella ve Melachorisb, 1976). Bu kapsamda
hidrolize proteinlerin fonksiyonel 0Ozellikleri arasinda; ¢Oziniirliik, emiilsifikasyon
ozellikleri, yag tutma/baglama kapasitesi, koplrme o6zellikleri, su tutma/absorbsiyon
kapasitesi sayilabilmektedir (Pires ve Batista, 2013).

Bir proteinin fonksiyonelligini belirleyen fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin; boyut,
sekil, amino asit kompozisyonu ve dizilimi, net yikii ve yiklerin dagilimi,
hidrofobisite/hidrofilisite orani, peptit yapilari, molekiiler elastikiyeti/rijitligi, dis ¢evreye
(pH, sicaklik, tuz konsantrasyonu) tepkisi ve diger bilesenlerle etkilesim/reaksiyon kabiliyeti
oldugu ifade edilmektedir (Damodaran, 1997; Kristinsson ve Rasco, 2000b). Hidroliz s6z
konusu oldugunda ise substrat olarak kullanilan proteinin fizikokimyasal Ozellikleri,
kullanilan enzimin se¢iciligi, hidroliz sartlar1 (sicaklik, pH, iyonik gii¢, su aktivitesi, solvent
polaritesi), reaksiyon siiresi, ilave enzimatik veya enzimatik olmayan modifikasyon
uygulamalar1 hidrolizatin protein 6zellikleri lizerine etki etmektedir. Boylece hidrolizattaki
protein, hidroliz 6ncesine gore yeni veya gelismis fonksiyonel 6zellikler gosterebilmektedir
(Pires ve Batista, 2013). Bu nedenle segilen proteolitik enzim ve reaksiyon sartlar1 ile
substrat proteinin alt birimlere pargalanma seviyesi (hidroliz derecesi) kontrol edilerek,
istenilen fonksiyonel 6zelliklerde hidrolizat iiretimi miimkiin olmaktadir (Kristinsson ve
Rasco, 2000b). Genel itibariyle smirli hidrolizin fonksiyonel oOzellikleri gelistirdigi,

kapsamli hidrolizin ise biyoaktif etkilerin ortaya ¢ikarilmasinda etkili oldugu
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bildirilmektedir (Polanco-Lugo ve ark., 2014). Pires ve Batista (2013)’ya gore enzimatik
hidrolizin proteinler tizerindeki etkileri; proteinlerin molekiiler agirhginda azalma, iyonize
olabilir gruplarin sayisinda artig ve hidroliz dncesi gizli kalmis hidrofobik gruplarin agiga
¢ikmasi seklinde olmaktadir.

Balik protein hidrolizatlarinda bu etkilerin biytikligiine bagl olarak sekillenen

fonksiyonel 6zellikler, asagida anlatilmaya ¢aligilmistir.

2.4.2.1. Coziiniirliik

Balik proteinlerinin hidrolizinde en dramatik degisim, suda ¢dziinebilen protein
miktarindaki artis seklinde olmaktadir (Panyam ve Kilara, 1996). Emiilsifikasyon ve
kopiirme gibi baz1 fonksiyonel 6zellikler de ¢oziiniirliikten etkilenmektedir. Genis iyonik
giic ve pH arahiginda ¢okelme olmaksizin gelisen ¢oziiniirliikk, proteinler daha kiigiik
peptitlere ayrildik¢a yani hidroliz derecesi arttikga, artmaktadir. Bu durum, bazi hidrofobik
gruplarin hidrolizle g¢evre sartlarina maruz kalmasina ve terminal karbonil ve amino
gruplarin olusumu yoluyla bazi hidrofobik gruplarin hidrofilik gruplara doniismesi seklinde
aciklanmaktadir (Kristinsson ve Rasco, 2000b; Souissi ve ark., 2007; Slizyte ve ark., 2009).
Ayrica miyofibriller proteinlerden tiireyen daha kii¢iik peptit molekiillerinin su ile hidrojen
bag1 olusturabilen polar kalntilara sahip olduklar1 ve ¢oziiniirliigii arttirdiklar:
disiiniilmektedir (Tanuja ve ark., 2014). Sathivel ve arkadaslar1 (2005), 6 farkli enzim
kullanarak somon kafalarindan 25, 50 ve 75 dakikalik hidrolizle tirettikleri hidrolizatlarda
bu genellemenin disinda da sonuglar almislardir. Alcalase enzimi hidrolizatlar1 en yiiksek
¢cOzilinlirliigii en kisa ve en uzun hidroliz siiresinde alwken, Flavourzyme 500L
hidrolizatlarinda en uzun siireli hidroliz, en yiiksek ¢oziiniirliikk degerini vermistir. Neutrase
enzimi 50 dakikalik hidrolizde en yiiksek c¢oziinlirligii gosterirken, Protex 6L
hidrolizatlarinin ¢oziiniirliigli, hidroliz siiresinden etkilenmemistir. Bu nedenle ¢oziintirliik
tizerinde peptitlerin kiiciikk boyutlara ayrilmasinin tek etken olmadigini, peptitlerdeki
hidrofilik ve hidrofobik elementlerin de bir denge i¢inde olmalar1 gerektigini bildirmislerdir.
Diniz ve Martin (1997) ise yaptiklar1 ¢alismada; hidroliz derecesinin Alcalase kullanilan
balik protein hidrolizatlarmin ¢oziiniirliigii tizerine etki yaratmadigmi, pH 3 ila pH 9 arasinda
hidrolizatlarin %90 ila %100 arasinda ¢oziiniirliikk gosterdiklerini, endojen enzimlere gore

ticari Alcalase enziminin iistiin bir ¢oziiniirliik 6zelligi kazandirdigini tespit etmislerdir.
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2.4.2.2. Emiilsifikasyon

Balik protein hidrolizatlarinin emiilsifikasyon 6zelligi, dogrudan yiizey 6zellikleri ile
baglantili olup, gidadaki hidrofilik ve hidrofobik komponentler arasindaki ara yiizey
geriliminin etkin bir sekilde azaltilma kapasitesi seklinde ifade edilebilir. Hidrolizatlar suda
¢oziinebilir hidrofilik ve hidrofobik fonksiyonel gruplara sahip olduklarindan yiizey
aktiftirler ve su-yag emilsiyonlarini desteklerler (Kristinsson ve Rasco, 2000b).
Mekanizma, homojenizasyon esnasinda olusan yag damlaciginin yiizeyine tutunan
peptitlerin koruyucu bir membran olusturarak onlarin birbirleriyle kaynasmalarini
onlemeleri seklinde islemektedir (Wasswa ve ark., 2007). Emiilsifikasyon i¢in esansiyel olan
ara yiizey geriliminin diisiiriilmesi, ardisik veya eszamanli prosses tarafindan yonetilir.
Bunlar; protein molekiiliiniin ara yiizeye difflizyonu ve yapismasi, yiizeye tutunmus
molekiillerin agilmasi ve adsorbe molekiillerin yiizeyde yeniden siralanmasidir (Panyam ve
Kilara, 1996). Hidroliz yoluyla a¢iga ¢ikan hidrofobik amino asit kalintilar1 bu anlamda
emiilsiyon olugsumuna katk1 yapmakla birlikte, ileri seviyede hidrolizin ise emiilsifikasyonu
azalttig1 bildirilmektedir. Hidrolizat igerigindeki 7-10 kDa araliginda molekiil agirligina
sahip protein yapilarmin % 47 ila % 60 arasinda olmas1 durumunda, en yiiksek emiilsiyon
olusumunun gergeklestigi ifade edilmektedir (Thuy ve ark., 2015). Cok kiigiik peptitlerin
hizl1 bir sekilde ara yiizeye dagilmalar1 ve absorblamalarina ragmen, agilma ve yeniden
sekillenme eksikliginden dolayr ara ylizey gerilimini azaltmada etkisiz olduklar

diistiniilmektedir (Pacheo-Aguilar ve ark., 2008).

2.4.2.3. Kopiik Olusturma

Protein hidrolizatlarmin kopiik olusturma o6zelliginin, emiilsifikasyon ozelligi ile
birgok ortak noktasi bulunmaktadir. Hidrolize proteinler, su-hava ara yiizeyindeki gerilimi
diisiirerek kopilik olusumunu saglarlar. Proteinin hidrofobik kismi havayi cevrelerken
hidrofilik tarafin su fazina yayilmasi ile bu olusumun sekillendigi diisliniilmektedir
(Kristinsson ve Rasco, 2000b). Kiiciik boyutlu peptitler gaz baloncuklar1 etrafinda stabil film
olusumunu engelleyebilmektedir. Bu nedenle kismi hidrolizle biiyiik boyutlu peptitler elde
edildiginde, baloncuk etrafinda olusan film tabakanin daha dayanikli 6zellik gosterdigi
bildirilmektedir (Souissi ve ark., 2007; Tanuja ve ark., 2014). Diniz ve Martin (1997),
Alcalase enzimi ile elde ettikleri balik protein hidrolizatlarmm ¢oziintirlik 6zelligi
bakimindan hidrolize edilmemis proteine ve otolitik hidroliz iirlinlerine gore yiiksek deger
gosterdigini bulmuslar; emiilsifikasyon kapasitesi bakimmdan tam tersi durum tespit

etmislerdir. Koplirme 6zelligi bakimindan yalnizca en diisiik hidroliz derecesine sahip
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(%6,5) Alcalase hidrolizatinin yiiksek kopiirme 6zelligi gosterdigi goriilmiis, ileri seviyede
hidrolize olmus Alcalase hidrolizatlarmin otolitik hidroliz iirliniinden diisiik, hidrolize
edilmemis proteinle ise ayni seviyede kopiirme 6zelligine sahip olduklar1 belirlenmistir.
Thiansilakul ve arkadaglar1 (2007b), %0,1’den %3,0’e¢ kadar dort farkli protein
konsantrasyonunda hazirladiklar1 soliisyonlarda, kopiirtme sonrasmnda %23’den %70’e
kopiik genislemesi Olgmiisler, ilk 10 dakika iginde en yiliksek protein icerigine sahip
hidrolizat soliisyonunun en yiiksek seviyede kopiirme gosterdigini, ancak bir sonraki 6lgiim
stiresi olan 40. dakikada ise tiim 6rneklerin kopiik seviyelerinin aralarinda fark olmaksizin
%10 dolaylarma diistiigiinii tespit etmislerdir. Liceaga-Gesualdo ve Li-Chan (1999) ise,
ringa balig1 Alcalase hidrolizatlarinda hidrolize edilmemis kontrol 6rnege gore baslangigta
yiiksek kopiirme degeri elde etmisler, ancak 5. dakikadan itibaren kontrol 6rneklerinin
kopiik stabilitesi devam ederken hidrolizatlarin kdpiik miktarinda dramatik diisiis oldugunu
gozlemlemislerdir. Arastirmacilar, olusan kopiigiin kisa zamanda azalmasini, protein-
protein interaksiyonunun yetersizligine baglamislardir. Diisiik molekiil agirlig1 gibi yapisal
protein 6zelliginin, hizli kopiik olusumunu destekledigini, stabil kopiik olusumunu saglayan

protein-protein interaksiyonlari igin ise bu yapinin uygun olmadigini belirtmislerdir.

2.4.2.4. Su ve Yag Tutma

Su tutma kapasitesi, proteinin suyu kapma ve protein matriksi i¢inde yercekimi
kuvvetine kars1 alikoyma yetenegi olarak ifade edilebilir. Bu 6zellik gida sistemlerinde
tekstiirii gelistiren bir 6zellik oldugu i¢in onemlidir (Kristinsson ve Rasco, 2000b). Genel
olarak hidrolize olmus ve kismen kath sekli ¢6ziilmiis proteinlerin su tutma kapasitesi, tabii
(hidrolize olmamis) proteine gore daha yiiksek olmaktadir. Bunun sebebi, daha 6nce gomiilii
halde duran hidrofobik bazi gruplarin hidroliz sonrasinda ylizey alaninda oransal olarak artis
gostermeleri ile agiklanmaktadir (Slizyte ve ark., 2009). Hidrolizatlar kiymalara ilave
edildiginde pisirme kayiplarinin azaltilmasina yardimci olmaktadir (Wasswa ve ark., 2007).
Yag baglama kapasitesi, et ve sekerli tirlin sektoriinde kullanilan katkilar i¢in 6nemli bir
Ozelliktir. Proteinin hacim yogunlugu, hidroliz derecesi, enzim-substrat 6zgiilliigii gibi
faktorler, hidrolizatlarm bu 6zelligine etki yapmaktadir (Souissi ve ark. 2007).

Balik protein hidrolizatlarinin yag ve su tutma 6zelliklerinin arastirildigi ¢alismalarda,
birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir. Wasswa ve ark. (2007) nin ot sazani derisinden
Alcalase enzimi ile elde ettikleri hidrolizatlarm su tutma kapasiteleri, hidroliz derecesi
artigina bagli olarak dnemli derecede artis gostermistir. Hidroliz derecesi %5 iken 1 gram

hidrolizat tarafindan 2 ml su tutulmus, hidroliz derecesi %15 oldugunda tutulan su miktar1
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da 4,9 ml’ ye yiikselmistir. Arastirmacilar tarafindan bu yiikselis, hidroliz sirasinda artis
gosteren COOH and NH: gibi polar gruplarin artigina atfedilmistir. Ayn1 ¢calismada yag
tutma 6zelligi ile hidroliz derecesi arasinda negatif yonde bir iliski oldugu bulunmustur. En
diistik hidroliz derecesinde hidrolizat grami basina 3,6 ml yag tutulurken, hidroliz derecesi
artisiyla bu deger 3,2 ml ve 2,4 ml’ye diismiistiir. Proteinin sahip oldugu ag sisteminin
hidrolizle par¢alanmasinin, bu 6zellikte negatif etki yaratabilecegi arastirmacilar tarafindan
ifade edilmistir. Sardalya balig1 ile yapilan calismada ise Alcalase hidrolizatlarinin yag tutma
ozelligi ile hidroliz derecesi arasinda bir iliski bulunmamistir. Hidrolize olmamis kontrol
protein 0rnegi, gramda 0,72 ml yag tutarken orta diizey siirede (%9,3 HD) elde edilen
hidrolizat yaklasik 3 kat daha fazla (2,19 ml) yag1 absorbe etmistir (Souissi ve ark. 2007).
Diniz ve Martin (1997) ise kopekbalig1 alcalase hidrolizatlarinda, kontrol ve otoliz iiriiniine
gore daha diisiik su ve yag tutma 6zelligi tespit etmigler, enzimatik hidrolizin bu 6zelliklere
negatif etki yaptigin1 ifade etmislerdir. Sathivel ve arkadaslar1 (2005), alt1 farkli enzim
kullanarak elde ettikleri somon kafasi hidrolizatlarinin, hidroliz derecesinden bagimsiz
olarak her bir gram hidrolizat basma 1,0 ml ila 3,3 ml araliginda su bagladiklarin1 tespit
etmiglerdir. Ayni hidrolizatlarin 3,7 ml ila 7,8 ml gibi yiiksek degerlerde yag baglama
ozelligi gosterdigini rapor etmislerdir. Su ve yag tutma 6zellikleri agisindan arastirmacilar,
hidroliz derecesinde oldugu gibi hidrolizde kullanilan enzimlere gore de anlamli bir iliski

tespit edemediklerini bildirmislerdir.

2.4.3. Balik Protein Hidrolizatlarimin Biyoaktif Ozellikleri

Biyoaktif (biyolojik/fizyolojik olarak aktif) peptitler; “besin degerine ek olarak
viicutta fizyolojik bir etki gosteren, dogal olarak bulunan ya da iiretilen gida kaynakl
bilesenler” olarak tanimlanmaktadir (Vermeirssen ve ark., 2004). Protein dizisi igindeyken
inaktif olan peptitler, sindirim sisteminde ya da isleme sirasinda serbest kaldiklarinda
biyoaktif 6zellik kazanmaktadirlar. Biyoaktif peptitler genellikle 2-20 amino asit kalintisina
sahip, bazen 20’nin tizerinde kalint1 igeren kisa zincirli peptitlerdir. Bu peptitler, sindirim
kanalindan dolagim sistemine gegerek farkli fizyolojik etkiler gostermekte ya da sindirim
kanalinda lokal etki yaratabilmektedirler. Gidalardan tiiretilen biyoaktif peptitler;
antihipertensif, antioksidatif, agri1 kesici, immiin sistem diizenleyici, antimikrobiyal,
probiyotik, mineral baglayici, antitrombotik ve antiproliferatif etkileri kapsayan genis bir
aralikta fizyolojik fonksiyonlar sergileyebilmektedir (Harnedy ve FitzGerald, 2011; Ryan ve
ark., 2011).
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Protein bakimindan zengin balik¢ilik iiriinleri ve isleme atiklari; yapisal 6zellikleri,
amino asit kompozisyonu ve dizilimi bakimindan biyoaktif peptitlerin iiretilmesinde ideal
bir baglangic materyali olusturmaktadir (Harnedy ve FitzGerald, 2011; Ngo ve ark., 2012;
Chalamaiah ve ark., 2012). Enzimatik olarak bu peptitler; sindirim sisteminde, bakteriyel
yikimla veya cesitli kaynaklardan elde edilen proteolitik enzimlerin kontrollii sartlarda
kullanimiyla olusabilmektedir. Biyoaktif peptitlerin tiretilmesi amaciyla kullanilan en
yaygin yontem ise enzimatik hidroliz olmaktadir (Korhonen ve Pihlanto, 2006).

Balikg1lik tirtinlerinden hidrolizle arzu edilen biyolojik aktivitede peptit iiretiminin en
onemli faktorlerinden biri, peptidin molekiil agirligi olmaktadir. Boyutsal se¢ici gecirgenlige
sahip membran filtrelerin kullanildig: ultrafiltrasyon ile 500, 1.000, 3.000 veya 5.000 Da
gibi diisik molekiil agirlikli peptit gruplarini konsantre halde aywrmak miimkiin
olabilmektedir. Ultrafiltrasyon veya nanofiltrasyon sonrasinda peptitler, hidrofilik ve
hidrofobik ozelliklerine gore ters faz kolonla, UV veya MS dedektorlii bir HPLC
kullanilarak fraksiyonlarina ayrilabilmektedir. Cesitli asamalardan gegirilerek saflastirilan
biyoaktif peptitlerin amino asit igerigi ve diziliminin (sekansinin) tanimlamasi tandem kiitle
spektrometre ile kombine edilmis likit kromatografi (LC-MS/MS) cihaz1 ile
gerceklestirilebilmektedir (Najafian ve Babji, 2012).

Yiiriitilen c¢alismalarda degisik tiirden denizel organizmalardan elde edilen
hidrolizatlarda; anjiotensin-I doniistiiriicii enzim (ACE) inhibisyon etkisi (antihipertensif
etki), antioksidan aktivitesi, antikoagiilant ve antimikrobiyal etkileri gibi ¢esitli biyoaktif
ozellikler tespit edilmistir (Kim ve Wijesekara, 2010).

Yetiskin insanlarm dortte birinden fazlasinin maruz kaldigi yiiksek (hiper) tansiyon,
diinyada en yaygin kalp-damar hastaliklarindan biridir. Damar sertligi (arteryoskleroz), kalp
krizi (miyokard enfarktiisii) ve son saftha bobrek yetmezligi icin 6nemli bir risk faktorii
olusturmaktadir (Wilson ve ark., 2011). Anjiotensin-I-doniistiiriici enzim (ACE, EC
3.4.15.1), C terminalinden His-Leu bagini kopararak inaktif anjiotensin-I’i, gii¢lii bir damar
daraltict (vazokonstriiktor) olan anjiotensin-II’ye doniistiiriir. Ayn1 zamanda damar
genigletici (vazodilatdr) bradikinin’i inaktive ederek kan basincmin diizenlenmesinde
(yiikseltilmesinde) hayati rol oynar. Bu arada adrenal korteksten sodyum tutucu
aldosteronun da salgilanmasimi uyararak kan basincinin yiikseltilmesinde ii¢lii bir etki yaratir
(Sekil 2.5). ACE’nin inhibisyonu, Renin Anjiotensin Sistem (RAS) olarak adlandirilan kan
basincini diizenleyen bu hormonal sistemi baslangic sathasinda kesintiye ugratarak kan
basincinin yiikselmesini Onler. Bu nedenle hipertansiyonun ilagla tedavisinde sentetik

Captopril, Lisinopril, Enalapril, Fosinopril gibi ACE inhibitorii ilaglar kullanilmaktadir.
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Ancak bu ilaglar; oksiiriik, tat bozuklugu, deride kizariklik-kasint1 ve anjiyondrotik 6dem
gibi yan etkilere sahip olduklarindan dogal ACE inhibitorii arayiglar: da siirmektedir. Bu
kapsamda diger gida protein hidrolizatlar1 gibi BPH nin da ACE inhibisyon aktivitesi yogun
olarak incelenmektedir. (Vercruysse ve ark., 2005; Kim ve Wijesekara, 2010; Ngo ve ark.,
2012; He ve ark., 2013).

Anjiotensinojen

RENIN | l

Anjiotensin I
(dekapeptit ) BRADIKININ
ACE: |~ %'l ACE —_—
inhibitérleri
Anjiotensi‘n II Inaktif parcalar
(oktapeptit )

|

Vazokonstritksivon
aldosteron
sekresyonu

Y

Artmis vaskiller direng
Na ve su tutumu

A 4

Kan basincinda artis

Sekil.2.5. Renin anjiotensin sistemi (Wilson ve ark., 2011)

BPH’nin ACE inhibisyon aktivitesi genelde in-vitro ¢aligmalarla test edilmektedir.
Bazi calismalarda, ACE enzimi inhibisyon derecesi % olarak verilirken, bazilarinda mevcut
enzimin yarisini inhibe eden peptit konsantrasyonu (ICse) olarak ifade edilmektedir. Byun
ve Kim (2001), Alaska morinast baliginin derisinden elde ettikleri jelatin hidrolizatlarimni

once ultrafiltrasyona tabi tutmuslar, 1 kDa ve daha kiigiik boyutlu fraksiyonun, biiyiik
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boyutlu filtratlara gore en yiiksek ACE inhibisyon aktivitesi (ICso; 0,63 mg/ml) gosterdigini
tespit etmislerdir. U¢ asamali saflastirma islemi sonrasinda gerceklestirilen tanimlama ile
Gly-Pro-Leu dizilimine sahip tripeptidin en yiiksek aktiviteye (ICso; 0,85 pg/ml) sahip
oldugunu bulmuslardir. Theodore ve Kristinsson (2007)’ nun kanal yayin baligi protein
izolatlarindan protamex enzimi ile hazirladiklar1 %5 hidroliz derecesindeki hidrolizatlarda,
peptitlerin yaklasik %90’inin 20 kDa’dan diisitk molekiil agirligina sahip oldugu, %15 ve
%30 hidroliz derecesine sahip hidrolizatlarda bu oranin sirasiyla %93 ve %99’a ulastig1
kaydedilmistir. Ilgi ¢ekici sekilde %35 hidroliz derecesinde, yiiksek diizeyde (%90,6) ACE
inhibisyonu elde edilirken; %15 ve %30 hidroliz derecelerinde 6nemli derecede diisiik
(swrastyla %70,0 ve %73,9) inhibisyon oranlar1 tespit edilmistir. Yiizde 15 ve %30 hidroliz
derecesine ait Orneklerin ACE inhibisyonu aktivitelerinde o6nemli bir farklilik
bulunmamistir. Bu calismadaki bulgularin bir 6zelligi, izolattan tiiretilen hidrolizatlar
olduklar1 i¢cin yanizca miyofibriller proteinlerden olusan peptitlerin 6zelliklerini
yansitmasidir. Ahn ve arkadaglar1 (2012) ise somon balig1 isleme atiklarindan 6 farkl
enzimle hazirladiklar1 hidrolizatlardan (1 mg/ml konsantrasyonda) en yiiksek ACE
inhibisyon aktivitesini Alcalase, Protamex ve Pepsin hidrolizatlarinin (sirasiyla; %56, %50
ve %23) gosterdigini tespit etmislerdir. Bu calismada iyon degisim kolonu ile likit
kromatografi kullanilarak 4 fraksiyon elde edilmis, en yiiksek aktivite gosteren (ICsp; 0,17
mg/ml) ikinci fraksiyon saflastrma amaciyla jel filtrasyon kolon kromatografisine tabi
tutulmustur. Toplanan porsiyonlardan en yiiksek aktiviteyi gosteren (ICso; 0,14 mg/ml) pik,
ileri saflagtirma amaciyla iki kez RP-HPLC ve ODS C18 kolon kullanilarak fraksiyonlarma
ayrilmistir. Hydrid Quadrupole-TOF LC/MS/MS mass spektrometre ile yiiriitiilen sekans
analizinde 6,79 pg/ml ICso degeri ile en yiiksek aktiviteyi gosteren peptit, Phe-Asn-Val-Pro-
Leu-Try-Glu seklinde tanimlanmistir. Roslan ve arkadaslar1 (2014) ise, konuya amino asit
kompozisyonu etkisi yoniinden yaklagsmislardir. Alcalase enzimi ile 120 dakikalik hidrolizle
tilapya baligi isleme atiklarindan elde ettikleri %20 HD’ne sahip hidrolizatlarn 1-26 kDa
araliinda peptit icerigine sahip oldugunu ve %88 diizeyinde ACE inhibisyonu
gosterdiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar tarafindan toplam amino asit igeriginin
yaklasik yarisina denk gelen hidrofobik amino asitlerin bu etkiye biiyiik katki yapmis
olabilecekleri ifade edilmistir. Bu Orneklere bakildiginda balik protein hidrolizatlarinin
antihipertensif etkisi bakimindan 6nemli bir potansiyele sahip oldugu ve in-vivo ¢aligmalarla
bu potansiyelin kullanim imkanlarmin daha genis sekilde arastirilmas: gerektigi

goriilmektedir.
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Serbest radikaller, ¢ift olusturmamis kararsiz elektronlara sahip, yiliksek diizeyde
komsu molekiillerle reaksiyona girme egiliminde oksijen atomlaridir. Dogal olarak
metabolik faaliyetler esnasinda iretilir ve viicudun savunma sistemi ile kontrol altinda
tutulurlar. Lipidler, proteinler ve DNA gibi makromolekiillere saldiran serbest radikallerin
zincirleme reaksiyonlarla kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi ise; kanser, seker hastaligi,
ndrolojik dejenerasyon hastaligi ve yangili doku hasarlanmalarina sebep olabilmektedir
(Kim ve Wijesekara, 2010; He ve ark., 2013). Gida endiistrisinde ise yag i¢eren gidalarda
isleme ve depolama siirecinde arzu edilmeyen ikincil lipid peroksidasyonu iiriinleri
olusmaktadir. Bu nedenle gida ve kozmetik sanayinde oksidasyonu 6nlemek amaciyla BHT
(butillendirilmis hidroksitoluen), BHA (butillendirilmis hidroksianisol), TBHQ (tersiyer
butilhidrokinon), PG (propil gallat) gibi sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Potansiyel
saglik tehlikelerinden dolayi, sentetik antioksidanlarin yerine dogal antioksidanlar tercih
edilmekte ve bu amacla BPH, 6nemli bir kaynak olarak goriilmektedir (Chalamaiah ve ark.,
2012; Ngo ve ark., 2012).

Antioksidanlar, oksidasyonu 6nemli derecede geciktiren veya onleyen maddelerdir.
Bu haliyle de insan saghigi iizerinde 6nemli pozitif etkileri bulunmaktadir (Chalamaiah ve
ark., 2012). Peptitlerin antioksidan aktivite mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla
birlikte arastirmalar, protein hidrolizatlarinin radikal temizleyici ve gecis metallerinin
selatlayicis1 olarak davrandiklarini ve bu sekilde antioksidan etki yarattiklarini ortaya
koymaktadir (Harnedy ve FitzGerald, 2011). BPH iizerinde bu ozelliklerin arastirildigi
calismalar her gecen giin artmaktadir. Klompong ve arkadaslar1 (2007), sar1 ¢izgili trevali
balig1 hidrolizatlarinin antioksidatif ozelliklerini belirlemek amaciyla DPPH radikal
temizleme aktivitesini test etmisler; Alcalase enzimi kullanilan en diisiik hidroliz
derecesindeki hidrolizat orneginin, en yiiksek aktiviteyi gosterdigini tespit etmislerdir.
Thiansilakul ve arkadaslar1 (2007b), Decaptterus maruadsi balik hidrolizatlarinin
antioksidatif aktivitesini; DPPH radikal temizleme aktivitesi, indirgeme giicii ve Fe*?
selatlama aktivitesi seklinde ti¢ noktadan test etmislerdir. Bu ii¢ aktivite testine ait sonuglar
sirastyla %59,9, %1,01 ve %58,2 olarak tespit edilmistir. Orkinos baligi omurgasi
hidrolizatlari ile yapilan bir ¢alismada ise antioksidan aktivitesi hidroksil radikal temizleme,
stiperoksit radikal temizleme ve lipid peroksidasyon inhibisyonu ag¢isindan test edilmis,
saflagtirma ve sekans analizi sonucunda 1519 Da molekiil agirliginda 14 amino asit
kalintisina sahip peptit, en aktif peptit olarak izole edilmistir (Je ve ark., 2007). Souissi ve
arkadaglar1 (2007) ise, sardalya balig1 isleme atiklar1 hidrolizatlarinda, linoleik asit

otooksidasyon inhibisyonu ile test ettikleri antioksidan aktivitesinde, en yiiksek hidroliz
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derecesinde (%10,2) en yiiksek aktiviteyi (%59,1) elde etmislerdir. En diisiik hidroliz
derecesinde (%6,6) ise bu deger % 51,0 olarak tespit edilmistir. Je ve arkadaslar1 (2007)
tarafindan izole edilen en aktif peptidin lipid peroksidasyon inhibe yetenegi (%85), Souissi
ve arkadaglarinin (2007) calismasinda test edilen a-tokoferolden (%80) daha yiiksek
bulunmustur. Bu da bilinen antioksidanlarin yaninda balik protein hidrolizatlarinin 6nemli
bir etkiye sahip oldugunu, ancak saflastirma islemleri ile etkili peptitlerin izole edilmesi
gerektigini gostermektedir. Bunu dogrular sekilde Hsu (2010) yaptigi ¢aligmada, orkinos
balig1 koyu renkli etinin hidrolizatlarinda kolon kromatografisi ve iki adimli HPLC
prosediirleriyle saflastirdiklar1 756 Da agirligindaki peptidin, %85,2 DPPH temizleme
aktivitesiyle, %88,6 olan askorbik asite yakin antioksidan 6zellik gosterdigini bulmustur.
Zhang ve arkadaslar1 (2012) ise, tilapya jelatin hidrolizatlarinda DPPH, hidroksi radikal ve
stiperoksit anyon radikal temizleme aktiviteleri ile antioksidan kapasitesini test ettikleri
caligmada; bu 6zelliklere ait ICso degerlerini sirasiyla 3,66 mg/ml, 0,74 mg/ml ve 0,56 mg/ml
olarak tespit etmisledir. Bu ¢alismada hidroksi radikal temizleme aktivitesi, ¢ok asamali
saflastirma asamalar1 sonunda biiyiik oranda iyileserek 4,61 ug/ml ICso degerine ulasmustir.
Morina hidrolizatlar1 ile yapilan bagka bir ¢calismada ise elde edilen hidrolizatlar; molekiil
agirhigr bazinda ayrim yapan membran filtrelerden (MWCO) gegirilerek once ii¢ alt grup
ornege, sonrasinda <3 kDa ve 3-5 kDa gruplar da siiper ince kolonla (size exclusion)
sirasiyla 10 ve 7 fraksiyona ayrilmistir. Bu fraksiyonlarda antioksidan aktivitesi; DPPH
radikal temizleme aktivitesi, indirgeme giicii ve Fe*? selatlama aktivitesi olarak ayr1 ayr1 test
edilmistir (Farvin ve ark., 2016). Farvin ve arkadaslarmin ¢calismasinda; antioksidatif serbest
amino asitlerin (6rnegin Lys, Met ve His) biitiin fraksiyonlarda bol olarak bulundugu, 3-5
kDa ve <3 kDa gruplarinda ¢ok sayida peptit tanimlandigi, bunlardan Glu, Gly, Lys, Ala,
Arg, His, Tyr, Pro ve Phe igerenlerin yiiksek DPPH temizleme aktivitesi ve indirgeme giicii
gosterdigi, tlim fraksiyonlarin iyi bir selatlama yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir.
Yukarida verilen tiim ¢aligmalarda balik protein hidrolizatlarinin yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip olduklar1 goriilmektedir. Ancak c¢aligmalar arasinda kullanilan test
yontemlerinin farkli olmasi ya da aym yontemde sonuclarin ifadesinde farkliliklar
olmasindan dolay, literatiirdeki verilerin kiyaslanmasinda gii¢liik yasanmaktadir. Bununla
birlikte genel olarak calismalarda; balik isleme atiklarindan elde edilen hidrolizatlarin da
giicli antioksidan 0Ozelligi gosterdigi, peptitlerin boyutlar1 kiigiildiikkge antioksidan
aktivitesinin yiikseldigi, aktif peptitler saf olarak izole edildiginde ise en yiiksek aktivite

derecesine ulasildig1 goriilmektedir.
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2.5. Balik Protein Hidrolizatlarinin Kullanimi ve Karsilasilan Giicliikler

Enzimatik hidroliz yoluyla balik¢ilik dirlinlerinden iiretilen balik  protein
hidrolizatlarinin; takviye edici gida olarak besleyici 6zellikleri, gida katki maddesi olarak
kullanimina yonelik fonksiyonel 6zellikleri ve farmakoloji alaninda kullanimma yonelik
biyoaktif 6zellikleri lizerine ¢aligmalar yapilmistir. Bugiine kadar elde edilen veriler; balik
protein hidrolizatlarinin giiniimiizde ve gelecekte kullanimi agisindan {imit verici
niteliktedir.

Soya ve siit orijinli proteinlerin hakim oldugu hidrolizat pazarinda simdilik balik
proteinlerinin kullanimi smirlidir. BPH, Avrupa’da ve ABD’de daha ¢ok besicilikte siit
yerine veya siitten kesilen hayvanlarin beslenmesinde kullanilmaktadir. Ayrica tahil
menseyli gidalarda, corbalarda, ekmeklerde ve krakerlerde protein katkisi amaciyla
kullanilmaktadir (Shirai ve Ramirez-Ramirez, 2011). Nordik {ilkelerinde (Danimarka,
Finlandiya, Izlanda, Norveg ve Isvec) iiretilen balik protein hidrolizatlarmn biiyiik kismu,
yem ve evcil hayvan yemi (pet-food) olarak kullanilmaktadir. Bu iilkelerde BPH ile
zenginlestirilmis gida {iriinii bulunmamasinin en 6nemli sebebinin, kat1 Avrupa Birligi (AB)
mevzuati oldugu diistiniilmektedir (Arason ve Ark., 2009). Bununla beraber son donemde
tim Avrupa’da artan desteklerle, fabrika sayisi ve BPH {iretimi artmaktadir. Fransa
Boulogne’daki bir fabrika, yillik 8000 ton iiretimle, Avrupa’da birinci siradadir. Norveg’te
kurulan yeni fabrikalarla gelecek donemde iiretim miktarlarinda Onemli artislar
beklenmektedir (Karadeniz ve Kim, 2014).

BPH’nin saglik alaninda kanitlanmis biyoaktif Ozelliklerine bagli kullanimi ise
Avrupa ve Kuzey Amerika’da bulunmamaktadir. Ancak Japonya’da bu tiir {riinlere ilgi
yiiksektir. Ornegin Japon yetkili birimleri tarafindan onaylanmis kurutulmus palamut balig1
hidrolizat1 olan “Katsuobushi oligopeptide”, PEPIDE ACE 3000 markas1 ile Japonya’da
satilmaktadir. Aym tirlin ABD ve Kanada’da Vasotensin®, PeptACE™ ve Levenorm™
markastyla pazarlanmaktadir. Japonya’da iiretilen diger bir ticari {iriin, sardalya balig1 eti
hidrolizat1 olan SP100N, Japonya’da diger igecek iriinleri ile birlikte LAPIS SUPPORT
adiyla, kan basincini diisiiriicii etkisi ile satilmakta, pazarlanmaktadir. Bagirsak sistemini
diizenleyici olarak 1994 yilindan bu yana ABD pazarinda olan Seacure® markal1 {iriin ise
beyaz etli balik protein hidrolizat konsantresi olarak piyasada bulunmaktadir. Bundan baska
Norveg’te morina baligidan iretilen peptit tozu Nutripeptin® kan sekeri diizenleyicisi
olarak, Fransa’da Protizen™ ise balik biyoaktif peptit icerigi ile sakinlestirici etkiye sahip

iirlin olarak pazarlanmaktadir (Arason ve ark., 2009; Thorkelson ve Kristinsson, 2009;

31



Hayes, 2013). Balik protein hidrolizatlarinin biyoaktif 6zellikleri sebebiyle daha birgok
Ornegi pazarda yer almakta ve pazara giren iirlin sayist her gegen giin artmaktadir.

BPH’nin yasal statiisiine baktigimizda farkli uygulamalarla karsilagilmaktadir.
BPH’nin hangi hammaddeden iiretildigi, ne amagla kullanilacag1 ve nasil kullanilacagi
onemle irdelenmektedir. Literatiirde BPH {iretiminde isleme atiklarinin kullanilmasi iirtiniin
farkli kategorilere girmesine neden olmaktadir. Ornegin, Batista ve Pires (2011)’e gore;
balik isleme atiklar1 Avrupa Birligi EC 1069/2009 numarali direktifinde yer alan kategori 3
smifina girmekte, bu direktife gore hayvansal kaynakli olduklarindan insan tiiketiminde
kullanilamamaktadir. Isleme atiklarmndan balik proteinleri veya peptitler iiretildiginde;
mikrobiyolojik ve kimyasal bulasmanin dnlenmesi ve kontrolii agisindan EC No 178/2002
Yonetmeligi’ne uygun olmasi gerekmektedir (Thorkelsson ve ark., 2008). Bu yonetmelik
tim gidalar i¢cin genel gida giivenligi kriterlerini icermekte, BPH {iriinleri de bu kapsama
girmektedir. BPH iiretiminde ayrica gida maddelerinin mikrobiyolojik kriterleri ile ilgili EC
2073/2005 Yonetmeligi’ne de uyulmasi istenmekte, dolayisiyla tiretim, dagitim ve depolama
stireclerinin HACCP temelli prosediirlere ve hijyen gerekliliklerine uygun olmasi
gerekmektedir. Gida katki maddesi olarak kullanimlarinda, yasal diizenlemelerde ve sektorel
rehber dokiimanlarda farkliliklar bulunmasima ragmen balik bazli katki maddeleri i¢in genel
yaklasim tek tiptir (Arason ve ark., 2009). Eklenen bilesen (6rnegin protein), nihai iirliniin
bir par¢as1 oldugundan etikette mutlaka belirtilmelidir. Burada esas iiriine eklenen balik bazl
katkinin orijini olan tiir ile esas Uiriiniin orijini olan tiir ayni ise etikette belirtme zorunlulugu
bulunmamaktadir. Bu yaklasimda katilan bilesenin nasil iiretildigi dnemli olmay1p, orijinine
odaklanilmistir. Halbuki tiir konusu disinda, kullanilan isleme teknolojisine gore iiriin
(kiyma, izolat, hidrolizat gibi) Ozellikleri de Onemli Ol¢iide degismektedir. ABD ve
Kanada’da yasal diizenlemeler; balik iirlinlerinde protein uygulamalar1 ve yeni lriinler i¢cin
onay alma siirecini zorunlu kilmaktadir. Ornek olarak FDA, aynu tiir baliktan ekstrakte edilen
balik proteinlerinin, filetolara enjeksiyonu konusunda bazi bagvurulara “genel olarak
giivenli kabul edilen” GRAS (Generally Recognized as Safe) statiisii vermistir (Arason ve
ark., 2009). Avrupa Birligi a¢isindan durum karisik olmakla birlikte 6zellikle fonksiyonel
ozellikte gidalarmn EFSA’dan (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi) onay almasi zorunlu
tutulmaktadir (Hayes, 2013).

Bunun yaninda hayvan yemi olarak kullanilacak hidrolizatlarin dioksin igerigi
acisindan 2006/13/EC komisyon direktifine uygun olmasi, 505/2012 numarali Avrupa
Komisyonu uygulama tiiziigiine gore yalnizca gen¢ memeli hayvanlarm beslenmesinde

kullanilmas1 6ngoriilmektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismamizda materyal olarak hamsi, Engraulis encrasicolus kullanilmistir (Sekil
3.1). Baliklar Mart 2014 tarihinde Ege Denizi’nden avlanmisg, ayni giin buzlanmis kasalarda
sogutuculu aracgla Canakkale’ye getirilmistir. Bir gece 1 °C’de tutulan baliklardan yaklasik
15 kg alinmig ve strafor kutularda buz i¢inde laboratuvara getirilmistir. Hidroliz 6ncesinde

baliklar yikanarak ayiklanmis; bu islem sonucu et ve atik olmak iizere iki grup ¢aligma

materyali elde edilmistir.

Sekil 3.1. Hamsi (Engraulis encrasicolus)

3.2. Yontem

3.2.1. Deneme Plam

Denemede Oncelikle materyal olarak kullanilan hamsinin biyometrik 6l¢limleri
(ortalama agirlik, ortalama toplam boy, et verimi) yapilmis, hamsinin ayiklanmasiyla elde
edilen et ve atik materyallerde ise tanimlayici ve besleyici 6zellikleri ortaya koyan analizler
(su, yag, protein, kiil, tuz analizleri; mineral kompozisyonu, amino asit kompozisyonu,

biyojen amin ve SDS-PAGE analizleri) gerceklestirilmistir. Daha sonra hamsiden elde
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edilen et ve atik materyaller, 3 farkli siirede ve 3 tekrarl olarak enzimatik protein hidrolizine

tabi tutulmustur.

Hidroliz

Et/Atik materyalin
homojenizasyonu
(1:1suile, 5

Endojen enzimlerin
inaktivasyonu
(95°C, 15")

v

pH'nin 8,0'e
ayarlanmasi

v

Reaktore yerlestirme
ve sicakiigin
50°C'ye ulagmasi

2

DENEME PLANI

Materyal temini

Biyometrik dlglimler
icin balik ayrilmasi

Biyometrik
Olglimlerin
gergeklestirilmesi

Baliklar ayiklanarak
ET (E) ve ATIK (A)

materyallerinin hazirlanmasi

Et ve atik
materyallerde
makro ve mikro
besin bilesenlerinin
analizi

Alcalase enzimi ilavesiyle

(1,2 AU/100g protein)

reaksiyonun baglatiimasi

¥

Ug farkli siirede
(1, 2, 3 saat)
hidrolizin
gerceklestirilmesi

Hidroliz Enzimin inaktivasyonu
derecesinin (hidrolizin sonlanmasi)
(%HD) tespiti (95°C, 15Y)
v
Santriflj

(15.000xg, 4°C, 20")

liyofilizatorde
kurutulmasi

100 ml hidrolizatin

Sivi
hidrolizatin
ayrilmasi

Et ve Atik materyallerin
enzimatik hidrolizi

—>

Sekil 3.2. Deneme Planmi

Hidrolizatlarin elde
edilmesi

Makro ve mikro
besin bilesenlerinin
analizi

Fonksiyonel
ozelliklerin
analizi

Hidrolizatlarin membran
filtreden gegirilmesi
(ultrafiltrasyon)

Elde edilen verilerin
degerlendirilmesi

Biyoaktif
ozelliklerin
analizi

+ tiketici egiliminin

Anket galigmasi ile

belirlenmesi

Tiim hidroliz islemlerinde Alcalase® enzimi kullanilmis ve enzime 6zgii reaksiyon

sartlar1 (pH 8, 50°C) sabit tutulmustur. Elde edilen hidrolizatlarin 6zellikleri {izerine

materyal tipi (et ve atik) ve hidroliz siiresi (1, 2 ve 3 saat) faktorlerinin etkisi incelenmistir.

Hidroliz islemi sonlandirildiginda 6ncelikle hidroliz derecesi belirlenmistir. Calismada 2
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farkli materyalden, 3 farkli siirede, 3 tekrarli hidroliz islemi ile 18 adet hidrolizat elde
edilmistir. Hidrolizatlarda once tanimlayici ve besleyici 6zellikleri ortaya koyan analizler
(su, yag, protein, kiil, tuz analizleri; mineral kompozisyonu, amino asit kompozisyonu,
biyojen amin ve SDS-PAGE analizleri) gergeklestirilmistir. Daha sonra hidrolizatlarin
fonksiyonel 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla; protein ¢oziiniirliigl, emiilsifiye aktivitesi,
emiilsiyon stabilitesi, kopiik genislemesi, kopiik stabilitesi, su tutma kapasitesi ve yag tutma
kapasitesi analizleri yiiriitiilmiistiir. Biyoaktif 6zelliklerin analizi 6ncesinde hidrolizatlar, 5
kDa gecirgenlige sahip membran filtreden siiziilerek (ultrafiltrasyon), 5 kilodaltondan kiiciik
molekiil agirligina sahip hidrolizat ornekleri elde edilmistir. Biyoaktif 6zellikler; hem
ultrafiltrasyona tabi tutulmus bu hidrolizatlarda, hem de orijinal hidrolizatlarda
gerceklestirilmistir. Biyoaktif 6zellikler kapsaminda; anjiotensin-I doniistiiriici enzim
(ACE) inhibisyon aktivitesi, DPPH radikali temizleme aktivitesi ve Fe*? selatlama aktivitesi
analizleri ylriitilmiistiir. Yapilan bu ¢aligmalara ek olarak, arastirma sonuglarmin kabul
gorme potansiyelini analiz etmek i¢in, bir anket faaliyeti ile tiiketicilerin su iiriinleri isleme
atiklarindan iiretilen gidalara nasil baktiklar1 da tespit edilmeye ¢alisilmistir. Deneme plani,
ana hatlar1 ile Sekil 3.2’de sunulmustur.

Hidrolizatlarm liyofilizasyonu ve amino asit kompozisyonu analizleri Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, SDS-
PAGE analizleri izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik
Uygulama ve Arastirma Merkezinde, diger analizler Canakkale Gida Kontrol Laboratuvar

Miidiirligii’nde gergeklestirilmistir.

3.2.2. Hidroliz

Calisma materyali hamsi, laboratuvara getirildikten sonra yikanmis, suyun siiziilmesi
icin 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra ayiklama islemine gecilerek marinata islenecekmis
gibi bas, i¢ organlar ve omurga kismi ayrilmistir. Bu sekilde hidroliz isleminde kullanmak
iizere “E” ile kodlanan ET (fileto) materyali ile “A” ile kodlanan ATIK materyali olmak
iizere iki materyal grubu elde edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Hamsinin ayiklanmasi ile hazirlanan atik ve et materyalleri

Hazirlanan et ve atik materyalleri yiiksek hizda parcalayict (Robot Coupe RS V.V.)
kullanilarak homojen hale getirilmis (Sekil 3.4), tanimlayici analizler i¢cin numune
ayrildiktan sonra 250’ser gramlik porsiyonlar halinde polietilen torbalara tartilarak hidroliz

islemi i¢in -50°C’de muhafaza altina alimustir.

Sekil 3.4. Atik materyalin hidroliz i¢in homojenizasyonu

Ustten motorlu mekanik karistirici (Heidolph RZR 2020), su banyosu (Funke Gerber
WB336-D), sicaklik sensorlit ATC probu olan pH metre (WTW Inolab pH7110), sivili cam
termometreden olusan reaktor sistemi kurulmus (Sekil 3.5), homojenize edilmis balik eti (E)
veya atiklarmdan (A) alman 250 gramlik porsiyon ayni1 miktar saf su ile 5 dakika siireyle
karigtirilmistir. Elde edilen karigim 95°C’de 15 dakika tutularak materyallerdeki endojen
enzimler inaktive edilmistir. Bu islem sonras1i pH, 2N NaOH (Sodyum hidroksit; Merck
109136) kullanilarak 8,0’e getirilmistir. Enzim/substrat oran1 1,2 AU/100g protein (%0,5
m/m) olacak sekilde Alcalase® enzimi (Sigma P4860) kullanilarak; pH degeri 8,0 ve
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sicaklik degeri 50°C’de sabit tutularak 3 farkli siirede (1, 2 ve 3 saat) hidroliz
gerceklestirilmistir. Reaksiyon siiresince pH devamli izlenmis, 7,9’a geldiginde 2N NaOH
ilave edilerek reaksiyon karisimi pH’smnim 7,9-8,0 araliginda kalmasi saglanmistir. Deneme
stiresi sonunda reaksiyon karigimi 95°C’de 15 dakika tutularak kullanilan enzim inaktif hale

getirilmis ve hidroliz sonlandirilmistir.

Sekil 3.5. Hidroliz reaktorii

Hidroliz sonrasi reaksiyon karigimlarindan hidroliz derecesinin (HD) tespiti amaciyla
ornek almmus, kalan karisim 4°C’de 15.000 xg’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi listte yag tabakasi, hemen altinda bir zar tabakasi, ortada ¢oziiniir formda protein
hidrolizat1 ve en altta ¢oziinmeyen kat1 kistm olmak {izere 4 katman elde edilmistir (Sekil
3.6). Ortada yer alan protein hidrolizat1 50 mI’lik pipet kullanilarak alinmstir. iki farkl
grupta, 3 farkl siirede, 3 tekrarh olarak yiiriitiilen hidroliz islemleri sonrasinda 18 adet,
miktarlar1 205 ml ile 245 ml arasinda degisim gosteren hidrolizat (3xA1, 3xA2, 3xA3, 3xE1,
3xE2, 3xE3) elde edilmistir.

Elde edilen hidrolizatlarm 100 ml’lik kismi1 dondurularak kurutma (liyofilizasyon)
islemine tabi tutulmustur. Hidrolizatlar 2 grup halinde liyofilizatdrde (Christ Alpha 1-2 LD
Freeze Dryer) yaklagik 80 saat siire ile tutulmustur. Kurutma islemi sonrasinda her 6rnekten

ortalama 8 gram kurutulmus hidrolizat elde edilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. Santrifiij sonras1 hidroliz karisimindaki fazlarin goriisii. Soldaki fotografta; (A)
yag, (B) diisiik yogunluklu partikiillerin olusturdugu zar, (C) ¢dziinmiis protein karisimimdan

olusan hidrolizat, (D) ¢oziinmemis kat1 kisim

Biyoaktif analizler icin sivi hidrolizatlar, 5 kDa’dan kiiciik molekiil agirlik
gecirgenligi olan (5000 Da Molecular Weight Cut-Off) polietersiilfon (PES) yapisinda
membran filtreden (Sartorius Vivaspin 20, 5000 MWCO PES) gegirilmistir. Ultrafiltrasyon
islemi; 14 ml 6rnek iceren membran filtreli, iki parcali santrifiij tliplerinin 3 saat siiresince
2°C’de, 8000 xg’de santrifiij (Sigma 3-18K) edilmesi seklinde gergeklestirilmistir. Islem
sonrasinda 5 - 7,5 ml filtrat (<5 kDa) elde edilmis, yiiriitiilecek biyoaktif analizlerin
hesaplamalarinda kullanilmak {izere filtratlarin protein ve kurumadde igerikleri tespit

edilmistir.

; ATIK HIDROLIZATI ET HIDROLiZATI

Sekil 3.7. Kurutulmus atik ve et hidrolizatlar1
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3.2.3. Yiiriitiilen Ol¢iim ve Analizler

3.2.3.1. Biyometrik Ol¢iimler

Ayiklama 6ncesi rastgele alinan 100 adet hamside ortalama boy ve agirlik belirlenmis,
ayrica % et verimi hesaplanmistir.

Toplam boy, agzi kapali baligin alt ¢enesinin 6n ucu ile kuyruk yiizgecinin bitimi
arasindaki en uzun mesafenin 1 mm taksimath Ol¢iim tahtasi ile Olglimii seklinde
belirlenmistir. Toplam agirlik, yikandiktan sonra 15 dakika suyu siiziilen baliklarin 1 mg
hassasiyetteki dijital terazide tartimi ile belirlenmistir.

Ayiklama oncesinde baliklar biitiin olarak tartilmis (m¢), ayiklama sonrasinda ayrilan
et materyal ayrica tartilarak (me) asagidaki formiile gore et verimi hesaplanmistir

(Erkoyuncu ve ark. 1994).

% Et verimi = me/ m x 100 (3.1)

3.2.3.2. Makro Besin Kompozisyonu Analizleri

Temel besin bilesenleri analizleri en az ii¢ paralel yapilmistir. Rutubet analizi 1SO
1442 (1997)’ye gore 100°C’de sabit agirliga gelinceye degin kurutmayla, yag analizi TS
1744 (1974)’e gore asitle muamele sonrasi petrol eteri ekstraksiyonu ile, kiil analizi ISO 936
(1998)’ya gore 550°C’de yakma ve kiillestirme metodu ile, tuz analizi 1ISO 1841-1 (1996)’e
gore titrimetrik yontemle, protein analizi ise AOAC (2003)’ye gore LECO FP-528 tam
otomatik protein cihazinda yakma metodu kullanilarak gergeklestirilmistir.

Protein  ¢Oziiniirligiiniin  tespiti  kapsaminda yliriitiilen protein analizleri

spektrofotometrik yontemle yapilmistir (Lowry ve Ark., 1951).

3.2.3.3. Mineral Kompozisyonu Analizleri

Orneklerden yaklasik 1 gram tartilmis, 8 ml %65 nitrik asit (HNOg, Merck 100441) ve
2 ml %30 hidrojen peroksit (H202, Fluka 16911) ile karistirilarak mikrodalga ¢oziimleme
sisteminde, 220 psi basing altinda, 180°C’ de toplam 30 dakika (yiikselme+bekleme siiresi)
tutularak analiz i¢in hazir hale getirilmistir (TS EN 13805: 2004). Hazirlanan numunelerin
mineral igerikleri [Ca (kalsiyum), K (potasyum), Mg (magnezyum), Na (sodyum), P (fosfor),
Fe (demir), Al (aliiminyum), As (arsenik), B (bor), Cr (krom), Cu (bakir), Mn (mangan), Ni
(nikel), Se (selenyum), Cd (kadmiyum), Co (kobalt), Pb (kursun), Sn (kalay) ve Zn (¢inko)]
NMKL (Nordic Committee on Food Analysis) prosediirleri baz alinarak olusturulan analiz

metodu kullanilarak ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission
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Spectrometry) cihazi (Perkin Elmer Optima 7000DV) ile tespit edilmistir. Element
diizeyinde dalga boylar1 189,927 nm ile 766,490 nm (As — K) arasinda segilmis, tiim
mineraller i¢in plazma parametreleri; Plas. L/min: 17, Aux L/ min: 0,2, Neb L/ min: 0,65,
Power Watts: 1450, View Dist. 15,0 olarak sabit tutulmus, plazma pozisyonu (view) B, P,
Sn, Mg, Ca, K, Na i¢in “radial”, digerleri i¢in “axial” olarak ayarlanmistir. Kullanilan
yazilim tarafindan her bir mineral pikinin yedi noktadan integrasyonu yapilmis, her analiz
giinii alan (area) degerleri baz alinarak g¢izilen kalibrasyon kurvesi lizerinden miktar

hesaplamalar1 yapilmistir. Analizler ti¢ tekrarli gerceklestirilmistir.

3.2.3.4. Amino Asit Kompozisyonu Analizleri

Amino asit kompozisyonu; et ve atik materyali ile kurutulmus hidrolizat 6rneklerinde
total ve serbest amino asit olarak ayri ayr1 belirlenmistir. Toplam amino asit analizinde
yaklasik 30 mg protein icerecek sekilde 1siya dayanikli vida kapakli cam siselere tartilan
orneklere, 20 ml 6N HCI ilave edilmis ve azot gazi gecirildikten sonra 110°C’de 24 saat
hidroliz edilmistir. Hidrolizi yapilan 6rnekler 0,20 um PTFE siringa filtreden siiziilmiis ve
HCI, evaporatorde yiliksek vakum altinda 60°C’de ugurularak; geriye kalan kalint1 pH’s12,2
olan sodyum sitrat tampon ¢dozeltisiyle (0,1M, pH 2,2) seyreltilmistir. Hidroliz islemi
tamamlanmis Orneklerin amino asit miktarlarinin tespiti igin EZ: Faast GC/FID Free
(Physiological) Amino Asit Kitleri kullanilmigtir. Bu yontem, kati1 faz ekstraksiyonu,
tirevlendirme ve sivi/sivi ekstraksiyonu asamalarindan olusmaktadir. Hazirlanan ve
tiirevlendirilen drnekler GC’de analiz edilmistir. Internal standart (IS) olarak Norvaline
kullanilmis ve konsantrasyonu orneklerde 200 nmol/ml olacak sekilde hazirlanmistir.
Serbest amino asit analizleri, yukarida tanimlanan hidroliz islemi ihmal edilerek diger
islemlerin uygulanmasi ile gergeklestirilmistir.

GC cihazinm konfigiirasyonu ve kromotografik kosullar;

Gaz Kromatografisi: Finnigan Trace GC Ultra Al 3000 Thermo Finnigan analyzer

Kolon: Zebron Zebron™ ZB-HAAC 10 m x 0,25 mm kapilari GC kolon.

Split 1:15 (250°C)

Enjeksiyon Miktar1: 2,0 pl

Tas1yic1 gaz: Helyum 1,0 ml/dk.

Sicaklik programr: 110°C ile 320°C aras1 artig 35°C/dak., 320°C’de 1 dak. bekle

Dedector: Alev iyonizasyon dedektorii (FID; 320°C)

Kalibrasyon: Coklu amino asit standarti (EZ:fast SD solution)
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Amino asit sonuglari elde edildikten sonra hidrolizatlarin kimyasal skor degerleri
hesaplanmistir. Bu amacla 6nce kurumadde bazinda, tiim hidroliz derecelerinin ortalamasi
seklinde, et ve atik hidrolizatlarmm Valin, Losin, 1zolosin, Treonin, Metiyonin+Sistein,
Fenilalanin+Tirozin, Lizin ve Histidin amino asit degerleri mg/g-protein diizeyinde
hesaplanmistir. Sonrasinda FAO tarafindan bu amino asitler i¢in farkli yas gruplar1 i¢in
onerilen degerler (Cizelge 3.1) kullanilarak agsagidaki formiil ile amino asit kimyasal skoru

hesaplanmistir (Seligson ve Mackey, 1984):
Amino Asit % Kimyasal Skoru = TAAH/AAR x 100 (3.2)
Burada;
TAA4: Hidrolizatlardaki segili amino asit degeri (mg toplam AA/g protein)

AARg: Secili amino asit i¢in dnerilen referans deger (mg/g protein)

Cizelge 3.1. Amino asit tiiketiminde onerilen referans model (FAO, 1985)

Amino asit Yas gruplarina gore onerilen amino asit miktarlar: (mg/g protein)
2-5Yas 10-12 Yas Yetiskin
Valin 35 25 13
Losin 66 44 19
1zol6sin 28 28 13
Treonin 34 28 9
Metiyonin+Sistein 25 22 17
Fenilalanin+Tirozin 63 29 19
Lizin 58 44 16
Histidin 19 19 16

3.2.3.5. Biyojen Amin Analizleri

Biyojen amin (putresin, kadaverin, histamin) analizleri, perklorik asitle ekstrakte
edilen aminlerin alkali ortamda dansil kloriir ile tiirevlendirilmesi sonrasinda, dansile edilen
aminlerin  UV-DAD dedektorli HPLC’de (Agilent 1100 Series) tespiti seklinde
yiiriitiilmiistiir (Eerola ve ark., 1993). Injeksiyon sivisindaki konsantrasyonu 0,05 pg/ml ile
7,0 pg/ml arasinda olacak sekilde hazirlanan 9 farkli konsantrasyonda mix standart ¢ozeltiler
(0,05 pg/ml, 0,5 pug/ml, 0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 1,5 pg/ml, 2,0 pg/ml, 3,0 pg/ml,
5,0 pg/ml, 7,0 pg/ml) ile pik yiikseklikleri baz alinarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve miktar
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tayini yapimigtir. Analizler 3 paralel olarak yiiriitiilmiistiir. HPLC bilesenleri ve sartlar1
asagida verilmistir:

Degaser: Agilent 1100 Series

Quaternary Pump: Agilent 1100 Series

Autosampler: Agilent 1100 Series

Column Over: Agilent 1100 Series

UV-DAD Detector: Agilent 1100 Series

Kolon: Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (150x4,6mm; partikiil biiytikligi Spum)

Akis orani: 0,9 ml/dakika

Injeksiyon hacmi: 20 pl

Kolon sicakligi: 40 °C

Detektor dalga boyu: 254 nm

S1v1 kromatografi mobil faz1t A (Amonyum asetat, 0,1 mol/I): Tam olarak 7,708 gram
amonyum asetat (CHsCOONHoa) tartilmig, 1000 ml’ lik balon jojeye aktarilmis, su ile
eritilerek cizgisine getirilmistir. Vakumlu siizme aparati kullanilarak 0,45 pm filtreden
stiziilerek kullanilmistir. Cozelti 3 glinde bir yenilenmistir.

Siv1 kromatografi mobil faz1 B (Asetonitril, HPLC grade): Vakumlu siizme apratinda
0,45 um’lik filtreden siiziilerek kullanilmistir.

Gradient Akig Programi: Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Biyojen amin analizi gradient solvent akis programi

Siire (dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%0) Akis Hizi1 (ml/dak)
0 50 50 0,9
19 10 90 0,9
20 50 50 0,9
28 50 50 0,9

3.2.3.6. SDS-PAGE

Hamsi eti ve atik Ornekleri ile bunlardan firetilen hidrolizatlardaki proteinlerin
molekiiler agirlik bazinda dagilimlari, SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid
Jel Elektroforezi) teknigi ile incelenmistir. Materyal olarak kullanilan hamsi eti ve
atiklarinda bulunan proteinler; ti¢ farkli soliisyon kullanilarak [0,8M NaCl (pH 6), fosfat
buffer (I=0,5 ve pH 7,5) ve %1 sodyum dodesil siilfat (SDS)] ekstrakte edilmistir. Sivi

hidrolizatlar suyla, kurutulmus hidrolizatlar ise %1 SDS ile ¢oziindiiriilmiislerdir. Final

42



hacimler Ornek protein miktarlarina gore hesaplanmis, Orneklerin protein igerigi
spektrofotometrede (Thermo Nanodrop 8000) 280 nm’de kontrol edilmistir. Ayni
soliisyonlar kullanilarak ekstraktlar ve hidrolizat ¢ozeltilerinin protein icerikleri 5 mg/ml
olacak sekilde ayarlanmigtir. Et ve atik ekstraktlart i¢in %30 akrilamid/bis kullanilarak
%12’lik running (separating) jel, hidrolizatlar i¢cin %15°lik running jel hazirlanmistir. Her
ikisi i¢in de %4’liik stacking jel hazirlanmistir. Her iki grup once Bio-Rad Mini Proetan
Tetra Cell dikey elektroforez diizeneginde (8.3x7.3cm, jel kalinligi 1mm), sonrasinda
10°C’ye ayarli sogutmali sirkiilasyon banyosuna (PolyScience Refrigerated Circulating
Bath) bagli, manyetik karistirict (IKA RCT Basic) tizerine yerlestirilmis olan Bio-Rad Maxi
Proetan l1-xi Cell dikey elektroforez diizeneginde (16x16cm, jel kalinligi 0,75mm) ayr1 ayr1
calisilmistir (Sekil 3.8). Ekstraktlar ve hidrolizatlar 1:1 oraninda sample buffer [%37,5 su,
%12.5 0,5M Tris-HCl (ph 6,8), %20 gliserol, %20 SDS (% 10’luk), %5 p-merkaptoetanol,
%35 bromfenol blue (%0,5’lik sulu ¢ozelti)] ile karistirildiktan sonra 100°C’de 10 dakika

tutulmus, oda sicakligina geldikten sonra her O6rnek karistmindan 20 pl alinarak jele

yliklenmistir.

Sekil 3.8. SDS-PAGE sistemleri. Soldan saga; mini jel, maksi jel dikey elektroforez sistemi

ve goriintiileme cihazi

Et ve atik ekstraktlarinin boyanmasinda % 0,1’lik, hidrolizatlarin boyanmasinda
%0,025’lik Coomassie Brillant Blue G 250 kullanilmistir. Protein bantlarinin yaklasik
molekiil agirliklarinin tespitinde et ve atik ekstraklari icin Thermo Scientific PageRuler
Prestained Protein Ladder (10 kDa-170 kDa), hidrolizatlar i¢in Sigma Ultra Low Range
Molecular Weight Marker (1,0 kDa-26,6 kDa) standartlar1 kullanilmigtir (Sekil 3.9). Jel
goriintiileme islemi, Bio-Rad VersoDoc 4000MP cihazinda yapilmistir.
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Sekil 3.9. Ureticisi tarafindan beyan edilen marker protein bantlarinn dizilimleri

3.2.3.7. Hidroliz Derecesinin (%HD) Tespiti

Hidroliz Derecesi Hoyle ve Merritt (1994)’e gore hidroliz sonrasinda triklor asetik
asitte (TCA) ¢6ziinen proteinin, toplam proteine orami seklinde hesaplanmistir. Hidroliz
sonrasinda reaksiyon karisimi %20’ lik triklorasetik asitle 1:1 oraninda karistirilmis ve bu
karisim 4°C’de 15.000 xg’de 20 dakika santrifiij edilerek berrak sivida (%10 TCA)
¢Ozlinmiis halde bulunan proteinler analiz edilmistir. Analizler 3 paralel olarak
gergeklestirilmistir. Hidroliz karisiminda bulunan toplam proteinlerin analizi ile asagidaki

formiil kullanilarak hidroliz derecesi tespit edilmistir.
% HD = Ns / Nt x 100 (3.3)

Ns: Hidrolizatin %10 TCA’da ¢6ziinmiis azot miktar1

Nr: Hidrolizattaki toplam azot miktar1

3.2.3.8. Protein Coziiniirliigii

Pacheco-Aguilar ve arkadaslar1 (2008)’na gore hidrolizat 6rnekleri asidik, nétr ve
bazik pH’ da olacak sekilde hazirlanmistir. Hidrolizatlarn protein igerigi 100 pg/ml, pH’lar1
4, 7 ve 10 olacak sekilde 0,1M HCL veya 0,IM NaOH kullanilarak ayarlanmis, su ile
seyreltilmistir. Nalinanon ve arkadaslar1 (2011)’na gore oda sicakliginda 30 dakika

karistirilan 6rnekler, 5000 xg’de 15 dakika santrifiij edilmis, supernatantlarin protein igerigi

44



Lowry ve arkadaslar1 (1951) tarafindan verilen yonteme gore belirlenmistir. Yontem, alkali
ortamda peptit baglar1 ile indirgenen bakirin folin reaktifi ile renk olusturmasmna
dayanmaktadir. Bu amagla 6ncelikle asagidaki reaktifler hazirlanmistir:

Cozelti A: %2,0 sodyum karbonat (Na2COs; Merck 106392) ¢ozeltisi, %0,1 N sodyum
hidroksit (NaOH; Merck 106498) i¢inde,

Cozelti B: %0,5 bakir (II) siilfat pentahidrat (CuSO4 .5H20; Merck 102790) ¢ozeltisi,
%1,0 potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (KOCOCH(OH)CH(OH)COONa .4H20; Sigma
S2377) iginde stok soliisyonlardan taze hazirlanmais,

Reaktif I: Kullanmadan hemen o6nce Cozelti A ve Cozelti B’nin 50:1 oraninda
karigtirilmasiyla hazirlanmas,

Reaktif II: Esit miktarda %0,1 N NaOH ile seyreltilmis Folin-Ciocalteu's fenol ayiraci
(Merck 109001),

Sigir serum alblimini (SSA) standart ¢ozeltileri: Protein standardi olarak sigir serum
alblimininin (Sigma A7906) 20 — 200 pg/ml konsantrasyonlarinda seri ¢ozeltisi
hazirlanmistir.

Analiz; 1’er ml 6rnek ve standart ¢ozeltilerinin (kor i¢in 1 ml su) 4,5 ml Reaktif | ile
karistirilmasi, 10 dakika beklendikten sonra 0,5 ml Reaktif II ilave edilerek ve karanlikta 30
dakika beklendikten sonra absorbans degerlerinin spektrofotometrede (Shimadzu UV-160A)
660 nm’de okunmas1 seklinde gergeklestirilmistir. Orneklerin protein igerigi, SSA standart
¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon kurvesine gore hesaplanmustir (Sekil 3.10). Deney iig
tekrarli olarak gergeklestirilmistir. % Coziinen Protein Orani; siipernatantlar protein

iceriginin, toplam proteine yiizde orani seklinde ifade edilmistir.

S$=0.00395107
r =0.99975995

08 ]
ob® ]
o]

N

Absorbans

o 7]

().30 ]

T 77—
2.0 38.0 74.0 110.0 146.0 182.0 218.0

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.10. Albiimin (SSA) ile ¢izilen protein kalibrasyon kurvesi (A=660 nm)
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3.2.3.9. Emiilsifiye Ozelligi

Hidrolizatlarin emiilsifiye 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Pearce ve Kinsella
(1978)’nin metodu kiiciik degisiklikler yapilarak uygulanmis, Emiilsifiye Aktivite indeksi
(EAI) ve Emiilsiyon Stabilite Indeksi (ESI) hesaplanmistir. EAl’ni belirlemek amaciyla
hidrolizat 6rneklerinin protein i¢erigi %0,25, %0,50 ve %1,00 olacak sekilde sulu ¢ozeltileri
hazirlanmig, 6 ml hidrolizat ¢ozeltisi, 2 ml soya yag1 (Sigma-S7381) ile ultraturrax (IKA-
WERKE T25B) kullanilarak 20.000 devir/dakika (rpm) hizda, 1 dakika siireyle
karigtirilmigtir. Homojenizasyon islemi bitiminde derhal karisimin bulundugu tiipiin
dibinden 50 pl almmis ve 100 kat %0,1 sodyum dodesil siilfat (SDS) soliisyonu ile
seyreltilerek spektrofotometrede 500 nm’de absorbansi (Ao) 6lglilmiistiir. Ayni karigimdan
10 dakika sonra dipten 50 pl alinmis ve 100 kat %0,1 SDS soliisyonu ile seyreltilerek
spektrofotometrede 500 nm’de absorbansi (A1o) lgiilmiistiir. Ug tekrarh olarak yiiriitiilen

calisma sonrasida asagidaki formiiller kullanilarak EAI ve ESI hesaplanmustir.

EAI (m%/g) = (2x2.303 x Ao) / (0,25 x protein konsantrasyonu) (3.4)

ESI (dakika) = (Ao x At) / (Ao - Ao) (At=10 dk.) (3.5)

3.2.3.10. Kopiirme Ozelligi

Hidrolizatlar kopiirme 6zellikleri kapsaminda; Nalinanon ve arkadaslar1 (2011)’na
gore Kopiik Genisleme (KG) ve Kopiik Stabilitesi (KS) testleri gergeklestirilmistir. Ug farkli
protein konsantrasyonunda (%0,25, %0,50 ve %1,00) hazirlanan sulu hidrolizat
cozeltilerinden 20°ser ml Olgiilii silindire alinmis, oda sicakliginda 13.400 devir/dakika
hizda 1 dakika siireyle karistirilarak kopiik olusumu saglanmistir. Olusan kopiikle birlikte
derhal toplam hacim 6l¢iilmiis (V7), karisim oda sicakliginda 60 dakika bekletildikten sonra
toplam hacim tekrar (V) élgiilmiistiir. Ug tekrarh olarak yiiriitiilen ¢ahsmada KG ve KS

asagidaki formiillere gore hesaplanmistir.

9%KG= [(Vr — Vo) / V] x 100 (3.6)

%KS= [(Vit—Vo)/ Vo] x100 (Vo= karistirma dncesindeki hacim) (3.7)
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3.2.3.11. Yag Tutma Kapasitesi

Wasswa ve arkadaslar1 (2007) tarafindan kullanilan metoda gore kurutulmus hidrolizat
orneginden 0,5 gram, 10 ml soya yag1 (Sigma S7381) ile santrifiij tiipii icerisinde 60 saniye
stireyle vortex mikser kullanilarak 2.500 devir/dakika hizda karistirilmig, karisim 30 dakika
stireyle 2800 xg’de santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasinda ayrilan yag miktar1 dlgiilerek,
hidrolizat gramui basma tutulan yag miktar1 (ml) hesaplanmig, bu deger Yag Tutma

Kapasitesi (YTK) olarak ifade edilmistir. Analizler {i¢ tekrarli gergeklestirilmistir.

3.2.3.12. Su Tutma Kapasitesi

Wasswa ve arkadaglar1 (2007)’na gore yiiriitiilen analizlerde; 0,5 gram kurutulmus
hidrolizat 6rnegi, 20 ml saf su ile santrifiij tiipii icerisinde 30 saniye siireyle vortex mikserde
2.500 devir/dakika hizda karistirilmis, karigim oda sicakliginda 6 saat siireyle tutulmustur.
Siire sonunda karigimlar 2800 xg’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Stvi kisim filtre
kagidindan (Whatman No.1) siiziilmiis, siizlintii miktar1 6lgiilerek, hidrolizat grami basma
tutulan su miktar1 (ml) hesaplanmis ve bu deger Su Tutma Kapasitesi (STK) olarak ifade

edilmistir.

3.2.3.13. ACE Inhibisyon Aktivitesi Analizi

Anjiyotensin Doniistiiricii  Enzim (ACE) inhibisyon aktivitesi analizi, baz1
modifikasyonlar yapilarak Pegg ve arkadaslar1 (2007)’na gére HPLC yontemi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Yontem, ACE’nin HHL substratindan enzimatik reaksiyon sonucunda
olusturdugu hippurik asit miktarinin HPLC ile tespit edilmesi, hippurik asit miktarina gore
inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Tiim islemlerde ultrapur su
kullanilmstir.

Ultrafiltrasyondan geg¢irilmis (<5 kDa) ve gecirilmemis (orijinal) hidrolizatlar ayr1 ayr1
analiz edilmiglerdir. Analiz 6ncesinde taze olarak 50 mM Tris buffer (300 mmol NaCl
iceren, pH 8,3) hazirlanmistir. Bunun i¢in 1,211g tris [(Tris(hydroxymethyl) aminomethane;
Merck-108387] ve 3,5064g NaCl (Sigma-31434) tartilarak 100 ml’ye su ile seyreltilmistir
(100mM Tris, 600 mM NaCl iceren). Bu ¢ozeltiden 50 ml alinarak pH’s1 25°C’de 8,6’ya
ayarlanmig ve 100 ml’ye su ile tamamlanmigtir. 25°C’de 8,6’ya ayarlanan pH, reaksiyon
sicakliginda (37°C) 8,3’e tekabiil etmektedir. Ayrica buz banyosu i¢inde 10 mU/ml ACE
(Angiotensin Converting Enzyme) soliisyonu Sigma-A6778 kullanilarak hazirlanmas,
seyreltmede 50 mM Tris buffer kullanilmistir. Enzim substrati olarak 3 mM HHL (N-
Hippuryl-His-Leu hydrate; Sigma-H1635) taze olarak hazirlanmistir. Bunun igin
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kullanilacak toplam ¢ozelti miktar1 hesap edilerek 1,3425 mg HHL/ml Tris buffer olacak
sekilde konsantrasyonu ayarlanmistir. Calismamizda ACE ve HHL ¢alisma ¢ozeltileri, buz
banyosunda hazirlanip, her analiz caligmasina yetecek porsiyonlar seklinde -20°C’de amber
renkli kapakli cam siselerde muhafaza edilen stok ¢ozeltilerden hazirlanmugtir.

Calismamizda ACE inhibisyon aktivitesinin ICsg degeri ve Captopril konsantrasyonu
esiti seklinde ifade edilebilmesi i¢in 6n denemelerle 6rnek hidrolizatlar i¢in 5, Captopril
etken maddesi i¢in 7 c¢alisma konsantrasyon araligi belirlenmistir. Bu kapsamda <5 kDa
hidrolizatlarin kurumadde bazinda 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1,0 mg/ml’lik, orijinal hidrolizatlarin
ise 0,4, 0,8, 1,2, 1,6, ve 2,0 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 Tris buffer kullanilarak
hazirlanmistir. Glintimiizde yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan giiclii bir ACE inhibitorii
olan Captopril etken maddesinin (Sigma-C4042) 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0 ve 14 ng/m1’lik
konsantrasyonlar1 Tris buffer kullanilarak hazirlanmistir. Inhibisyon aktivitesinin
belirlenebilmesi i¢in standart olarak kullanilan hippurik asitin (Sigma-112003) 1 uM ila 500
puM arasinda 13 farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltisi hazirlanarak HPLC’de kalibrasyon
egrisi olusturulmustur (Sekil 3.11). Bu kalibrasyon egrisinden konsantrasyon diizeylerine
gore segilen 6’sar nokta ile diisiik (1-25 uM), orta (7,5-100 uM) ve yiiksek diizey (75-500
uM) hippurik asit (HA) alt kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Tiim kalibrasyon egrilerinin
korelasyon katsayis1 (R?) >0,9999 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.11. Hippurik asit kalibrasyon egrisi
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Analiz; enzimatik reaksiyonun gergeklestirilmesi ve reaksiyon karigiminda olusan
hippurik asitin HPLC sisteminde tespiti seklinde iki kisimda yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon i¢in;
2 ml’lik kapakli tiiplerin (eppendorf tiip) iginde 50 pl substrat soliisyonu (HHL, 3 mM), 50
pul enzim (ACE, 10 mU/ml enzim aktivitesinde) ve 50 pl hidrolizat 6rnegi (farklh
konsantrasyonlarda) karigtirilmig ve tiipler sitic1 bloga (Eppendorf Thermomixer Comfort)
yerlestirilerek 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda karistirici 6zelligi
450 devir/dakika hiza ayarlanarak c¢alistirilmis ve 30 dakika daha ayni sicaklikta
karistirilarak inkiibasyona devam edilmistir (Sekil 3.12). Inkiibasyon sonunda 150 pl
glasiyel asetik asit (Merck-100063) ilave edilerek ACE aktivitesi sonlandirilmistir.
Reaksiyon karisimi 45 um’lik teflon siringa filtreden gecirilerek viallere almmustir.
Captopril ¢aligmasi, hazirlanan farkli konsantrasyonlarda Captoprilin, hidrolizat yerine
reaksiyona dahil edilmesi seklinde yiiriitiilmiistiir. Her calisma grubunda 6rnek yerine 5 adet
50 ul Tris buffer kullanilarak c¢alisma grubuna ait kor degerleri elde edilmistir. Gerek
hidrolizatlarin, gerekse Captoprilin inhibe edemedigi ACE tarafindan olusturulan HA
miktari, HPLC’de tespit edilmis, HA miktarlarmma gore % inhibisyon hesaplanmaistir.

Sekil 3.12. ACE reaksiyon karigimmin hazirlanmasi ve inkiibasyonu

Hippurik asit tayininde; LC20AD solvent dagitim {nitesi, DGU 20A3R degaser
iinitesi, SIL 20AHT otoornekleyici, CTO 10ASVP kolon firin1 ve SPDM20A UV-VIS
detektorden olusan Shimadzu UFLC (Ultra Fast Liquid Chromatography) HPLC sistemi
kullanilmistir. Analizde kullanilan HPLC sartlar1 agagida verilmistir:

Enjeksiyon hacmi: 10 pl

Kolon: Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18; 4,6mm x 150mm; 5um

Kolon sicakligi: 25°C

Akis hizi: 1 ml/dk
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Dedektor: UV, 228 nm

Mobil Faz (Isokratik): % 12,5 (v/v) HPLC grade asetonitril (pH 3,0). pH ayarlamada
glasiyel asetik asit kullanilmistir.

Olgiimler sonrasinda kalibrasyon egrisinden hesaplanan drneklere ve kore ait hippurik
asit miktarlart (HAsmek V& HALs) tUzerinden asagidaki formiille %ACE inhibisyonu

hesaplanmistir:

% Inhibisyonace = (1-(HAsme/HAsr))x100 (3.8)

Konsantrasyona bagli inhibisyon egrisinden reaksiyon ortamindaki ACE’nin %50’sini
inhibe eden hidrolizat miktari, 1Csp (mg/ml) degeri olarak kurumadde (KM) bazinda
hesaplanmistir. Ayrica her hidrolizatin 1 mg/ml’sinin inhibisyon degerine karsilik gelen
Captopril konsantrasyonu (nM), Captoprile ait % inhibisyon egrisinden tespit edilmistir. Bu

deger, hidrolizatlarin Captopril esiti ACE inhibisyon aktivitesi olarak verilmistir.

3.2.3.14. DPPH Temizleme Aktivitesi Analizi

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) kararli bir organik azot radikali olup, fenolik
bilesiklerin ve gidalarin antioksidan kapasitesini O6lgmek amaciyla yaygm olarak
kullanilmaktadir (Biiyliktuncel, 2013). DPPH radikali temizleme aktivitesi, Thaipong ve
arkadaslar1 (2006)’na gore test edilmistir. Spektrofotometrik olarak gercgeklestirilen analiz;
koyu menekse renkli radikalin, proton veya elektron verebilme yeteneginde bir antioksidanla
reaksiyona girmesi sonucu renginin agilmasi esasina dayanmaktadir.

Analiz 6ncesi DPPH’in stok ve ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok DPPH ¢o6zeltisi
hazirlamak i¢in 28 mg DPPH (Sigma-D9132), metanol ile ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye
tamamlanmig, 10 ml’lik porsiyonlar halinde aliiminyum folyo ile kapatilarak -20°C’de
muhafazaya alinmistir. Her ¢alisma giiniinde taze olarak 10 ml stok DPPH ¢ozeltisi, 45 ml
metanol ile karistirilarak c¢alisma ¢oOzeltisi  hazirlanmistir.  Hazirlanan ¢6zeltinin
spektrofotometrede 515 nm’de absorbansinin 1.100+0,02 olup olmadigi kontrol edilmis,
olmadiginda kullanim 6ncesi metanol veya stok ¢ozelti ilave edilerek bu araliga getirilmistir.

Caligmada pozitif kontrol numunesi olarak Trolox ((£)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid; Aldrich-238813) kullanilmistir. Molekiil agirhigi
250,29 g/mol olan Troloxtan 800 uM, 50 ml hazirlamak i¢in 10,012 mg tartilmig ve metanol
ile ¢coziindiiriilerek 50 ml” ye tamamlanmistir. Calisma giinlinde taze olarak stok ¢dzeltiden

seyreltik alt ¢ozeltiler hazirlanarak 75 pM — 800 uM arasinda 7 Trolox standart ¢alisma
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cozeltisi elde edilmistir. 800 uM stok standart ¢ozelti -20°C’ de aliiminyum folyoya sarili
sekilde saklanmustir.

Analiz; farkli konsantrasyonlardaki Trolox standart ¢ozeltilerinden ve 6n denemelerle
belirlenen konsantrasyonlarda su ile hazirlanmig hidrolizat 6rneklerinden alinan 150 pl ile
2850 ul DPPH ¢alisma ¢ozeltisinin karistirilmasi ve karigimin karanlikta 24 saat bekletilmesi
seklinde gergeklestirilmistir. Her ¢alisma setine 3 adet kor dahil edilmistir. Kor i¢in 6rnek
yerine 150 ul metanol kullanilmistir. Siire sonunda 6rnek absorbanslar: metanole karsi 515
nm’de spektrofotometrede (Shimadzu UV-160A) okutulmustur. Trolox standartlarinin ve
konsantrasyon bazinda hidrolizatlarin %DPPH temizleme aktivitesi hesaplanmis, ayrica 1
mg/ml konsantrasyondaki hidrolizatin esiti Trolox konsantrasyonu (uM), farkh
konsantrasyonlardaki Troloxa ait %DPPH radikal temizleme degerleri ile ¢izilen grafikten

hesaplanmistir. %DPPH temizleme aktivitesi hesab1 agagidaki formiile gére yapilmistir:

%DPPH temizleme aktivitesi= (1-(Ornekaps/Korans))X100 (3.9

Burada;
Ornekaps: Hidrolizatlarin ve Trolox standartlarinin 515 nm’deki absorbanslari

Koraps: Calisma setine ait kor ¢ozeltilerinin 515 nm’deki ortalama absorbans degeri

3.2.3.15. Fe*? Selatlama Aktivitesi Analizi

Bu analiz Decker ve Welch (1990) yontemine gore yapilmistir. Metot, giiclii bir metal
selatlayici olan Ferrozin reaktifi ile ortamda test edilen Fe*2 baglayici bilesiklerin rekabetine
dayanmaktadir. Test edilen drnegin selatlama giicii oraninda, kirmizi1 renkli Fe*?-Ferrozin
olusumu engellemekte ve renk agilmaktadir.

Analiz 6ncesinde 246,23 mg Ferrozin (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-p,p’-
disulfonic acid monosodium salt hydrate; Aldrich-160601) su ile 100 ml’ye seyreltilerek
5mM Ferrozin ¢6zeltisi hazirlanmigtir. Ayrica 2 mM FeClz (Merck-103861) hazirlamak igin
4 sulu demir II kloriirden (bilinyesindeki su dikate alinarak) 99.42 mg tartilmis ve su ile 100
ml’ye seyreltilmistir.

Pozitif kontrol 6rnegi olarak EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid; Sigma-Aldrich
E9884) seri standart ¢oOzeltileri kullanilmigtr. EDTA ¢ozeltilerinin  hazirlanmasinda,
¢coziinmenin tam olarak gergeklesebilmesi i¢in pH’s1 8,0-8,5 araligina getirilmis (NaOH

kullanilarak) su kullanilmistir. Molekiil agirligi 292,24 g. olan EDTA’dan 6nce 1m/ml
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konsantrasyonda ¢6zelti hazirlanmis, buradan farkli hacimlerde alinan ¢ozelti ile 50, 60, 70,
80 ve 90 ng/ml konsantrasyonlarda bir seri EDTA ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Analiz Oncesinde filtre edilen ve edilmeyen hidrolizat orneklerinden kurumadde
bazinda 0,25, 0,50, 1,0, 1,5 ve 2,0 mg/ml konsantrasyonlarda su ile analiz O6rnekleri
hazirlanmastir.

Analiz; farkli konsantrasyonlarda EDTA ve hidrolizat 6rneklerinden alinan 4,7 ml
porsiyonun 15 ml’lik kapakli plastik tiiplerde 0,1 ml FeCl, (2 mM) ve 0,2 ml Ferrozin (5
mM) karistirilmasi, karisimin 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu ve inkiibasyon
sonrasinda ornek absorbanslarinin 562 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu UV-160A)
okunmasi seklinde yiirtitiilmiistiir. Kor olarak, 6rnek yerine 4,7 ml su kullanilmistir. Her
konsantrasyondan en az iki paralel analiz gerceklestirilmistir. Hidrolizat drneklerinin Fe*?

selatlama aktivitesi (%) asagidaki sekilde hesaplanmistir:

% Fe*? selatlama aktivitesi= (1 - (Ornekans/Korans)) X 100 (3.10)

Her numuneye ait selatlama aktivite egrisinin regresyon denklemi ¢ikarilarak %50
selatlama aktivitesine karsilik gelen numune miktar1 ICso degeri olarak hesaplanmistir.
Ayrica kurumadde bazinda 1 mg hidrolizatin selatlama aktivitesi esiti, EDTA’nin
konsantrasyona bagli selatlama aktivitesi egrisinden hesaplanmis ve pM EDTA’ya

cevrilmistir.

3.2.4. Anket Cahsmasi

Calismanin sonucunda 250 katilimci ile bir anket faaliyeti gergeklestirilmistir.
Ankette; balik isleme atiklarindan gida veya gida katki maddesi tiretilmesi durumunda
tiikketicilerin bu iirlinlere yaklasiminin ne olacagi belirlenmeye ¢alisilmistir. Bes soruluk kisa
anket formu (Sekil 3.13) ile dnce tiiketicinin salt olarak bu iirlinlere bakis1 6grenilip, sonraki
sorularla fikrini degistirmesine sebep olabilecek etmenler belirlenmeye calisilmistir.

Ankete katilanlarm; farkli yaslarda (18-70), farkli egitim seviyelerinde (ilkokul-
lisansiistii), farkli meslek gruplarinda (ev hanimi, 6grenci, esnaf, memur, akademisyen) ve

farkli cinsiyetlerde homojen olarak dagilmasina 6zen gosterilmistir.

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi
Elde edilen verilerle; aritmetik ortalama, standart sapma ve standart hata hesaplamalar1

yapilarak tablolar olusturulmustur. Hidrolizde kullanilan et ve atik materyalin tanimlayic1
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analizlerinde, ortalamalar arasinda farkin tespiti amacuiyla t testi kullanilmistir. Materyal tipi
(et ve atik) ve hidroliz siirelerinin ana faktor olarak yer aldigi analiz sonuglarinin
degerlendirilmesinde two way-ANOVA, bunlara ilaveten ultrafiltrasyon, pH veya protein
konsantrasyonlarmin ti¢ilincii bir faktor olarak devreye girdigi analiz sonuglar1 ortalamalar1
arasinda farkin test edilmesinde three way-ANOVA tekniginden yararlanilmistir. Farkin
onemli bulundugu testlerde farkin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek amaciyla
coklu karsilastirma testleri (Holm-Sidak, Bonferroni, Tukey) kullanilmistir. Onem seviyesi
olarak %S5 (p=0,05) almmustir. Istatistiksel hesaplamalarda Minitab® 16, SPSS® 18 ve
SigmaPlot® 12 istatistik paket programlarindan faydalanilmistir.

Saymn Katilmci;

Bu 5 soruluk anket formu, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Su iiriinleri Avlama ve
isleme Teknolojisi Anabilim Dali’'nda yiriitiilen, balik eti ve isleme atiklarindan protein bazh Griin
elde etmeye ve bu Griinlerin dzelliklerini belirmeye ydnelik doktora ¢ahsmamda tiiketici egilimini

belirlemek amaciyla tasarlanmistir.
Katihmimz ve samimi cevaplarinizicin tesekkiir ederim.

Sinan KOG
Su Uriinleri Yiik. Miihendisi

1. Balik isleme atiklarindan (bas, i¢ organlar, kirpinti et, omurga, deri vb.) elde edilen Grinleri
gida veya gida katkl maddesi olarak tiiketir misiniz?

a) Evet tiketirim b} Hayir tiketmem

2. Saglhk acisindan yararl oldugu bilimsel cahsmalarla kanitlandifinda, balk isleme atiklarindan
elde edilen Grunleri gida veya mida katk maddesi olarak tliketir misiniz?

a) Evet tiketirim b} Hayir tiketmem

3. Govenilir mda kapsaminda olduBu bilimsel calismalarla kantlandiinda, balik isleme
atiklarindan elde edilen tirtinleri gidaveya gida katkl maddesi olarak tiiketir misiniz?

a) Evet tuketirim b) Hayir tiketmem

4, Yetkili resmi kuruluslardan onay aldiginda, balik isleme atiklarindan elde edilen Grinleri gida

veya gida katkl maddesi olarak tiiketir misiniz?

a) Evet tiiketirim b} Hayir tilketmem

5. Yukaridaki maddelerden herhangibirine EVET cevabi verdiizeniz;

Balik isleme atiklarindan elde edilen Griinleri tiketiminizde, renk, tat, koku, kiwvam gibi

duvusal dzellikler sizin bu kararinizi degistirmenizde etkili olur mu?

a) Evet olur b} Hayir olmaz

Sekil 3.13. Anket formu
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada oOncelikle hammaddeyi tanimlamaya yonelik biyometrik Olgiimler
gerceklestirilmis, hamsi eti ve atiklarinda makro ve mikro besin bilesenleri analizleri ile
biyojen amin ve SDS-PAGE analizleri gergeklestirilmistir. Enzimatik protein hidrolizi ile
elde edilen hidrolizatlarda ise tanimlayic1 ve besleyici 6zellikler ile fonksiyonel ve biyoaktif
Ozelliklerini yansitan analizler gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, elde edilen bulgular

hammadde ve hidrolizatlar olarak ayr1 basliklar altinda sunulmus ve tartigilmistir.

4.1. Balik Materyaline Ait Bulgular
4.1.1. Biyometrik Olciimlere Ait Bulgular

Baliklarin ortalama boy ve agirlik dlglimleri ile et verimi hesaplamalar1 Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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E Ortalama Agirlik (g) 7.4 8,8 9,9 11,0 12,8 14,6 174
® Ortalama Boy (cm) 10,5 10,9 11,3 11,7 12,3 12,9 13,3
m Ortalama Et Verimi (%) 66,6 67,9 67,2 68,0 67,8 68,4 68,2

Sekil 4.1. Hamsi materyalinin biyometrik 6l¢iim sonuglar1

Calismada kullanilan baliklarin ortalama boy degeri 11,6+0,9 c¢m, ortalama agirhk
degeri 10,8+2,8 g ve ortalama et verimi ise %67,6+1,6 olarak tespit edilmistir. Toplam boy
degerleri baz alinarak olusturulan 7 siifin et verimi ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmamustir (p>0,05). Bu ¢alismada yaklagik %68 olarak bulunan et verimi, ticari

isletmelerde %50 olarak hesaplanmaktadir. Et verimi degerinin daha yiiksek bulunmasi,
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ayiklama isleminin laboratuvar ortaminda daha titiz bir sekilde yiiriitiilmesinden ve isleme
stirecindeki sivi kayiplarin hesaplama disinda tutulmasindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii
isletmeciler verimi, son {irlin (marinat) agirhigmin hammadde agirligma orani seklinde

hesaplamaktadirlar.

4.1.2. Makro Besin Bilesenleri

Makro besin bilesenleri olan su, protein, yag ve kiil degerleri balik etinde sirasiyla;
%76,35+0,04, %19,20+0,07, %2,82+0,06, %1,60+0,02 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).
Hamsiden et ayrildiktan sonra kalan ve atik olarak nitelendirilen bas, i¢ organlar ve
omurgadan olusan kisimda ise besin bilesenleri, %73,85+0,14 su, %14,544+0,05 protein,
%6,60+0,05 yag ve %5,00+£0,07 kiil deger1 seklinde saptanmustir.

Balik Eti Balik Atigi
H%Su H%Protein M %Yag H %Kil H%Su H%Protein M %Yag H %Kil
3%__ 2% 7% 5%

~J

i

1o “‘

Sekil 4.2. Balik eti ve atiklarinda makro besin bilesenlerinin dagilimi

Hamsi et ve atik gruplarinin; su, protein, yag ve kiil degerlerinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu (p<0,05) bulunmustur. Bir balik tiiriine ait besin kompozisyonu,
beslenme, go¢ ve biiyiik miktarda enerji gerektiren lireme donemindeki seksiiel degisimlerle
yakm iligkili olan yas, cinsiyet ve mevsime baglh degisimler gostermektedir (Hannachi ve
ark., 2011). Ilkbahar-sonbahar araliginda yumurtlayan hamsi icin bu degisimler, periyodik
olarak tekrarlanmaktadir. Bu nedenle 6n denemelerde kullanilan Ekim ay1 6rnekleri ile asil
deneme i¢in aliman Mart ay1 6rnekleri arasinda 6zellikle protein ve yag igerigi agisindan

onemli farkliliklar oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Hamsi 6rneklerine ait protein ve yag igerikleri

ggzzﬁieme Et kismm Atik kKism

% Protein % Yag % Protein % Yag
Ekim 2013 17,0+0,1 15,5+0,1 11,47+0,2 18,3+0,1
Mart 2014 19,2+0,1 2,8+0,1 14,5+0,1 6,6+0,1

Kaya ve Turan (2010) Ekim ayinda yaptiklar1 6rneklemede, bu calismanin 6n
denemesinde kullanilan materyale yakin degerlerde, protein (%17,2) ve yag icerigi (%18,6)
tespit etmislerdir. Gokoglu ve arkadaglar1 (1999), Eyliil-Nisan doneminde aylik periyotlarla
yiiriittiikleri ¢alismada hamsinin yag igerigini en yiiksek Kasim ayinda (%13,9), en diisiik
degeri ise Mart ayinda (%4,7) elde etmislerdir. Mevsimsel olarak gozlenen bu farkliliklar,
bu caligmada Mart ay1 6rneklemesi ile Ekim ay1 6rneklemesinde kullanilan materyalin yag

icerikleri ile benzerlik gostermektedir.

4.1.3. Mineral Kompozisyonu

Balik eti ve atiklarinda 19 adet mineral maddenin miktar analizi gergeklestirilmistir.
Elde edilen mineral analizi sonuglar1 Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir. Bu sonuglara gore balik
eti ve atik orneklerinde kalsiyum, potasyum, magnezyum, sodyum, fosfor ve demir
elementlerinin 1 mg/kg seviyesinin iizerinde degerlere sahip oldugu, iki materyal grubunda
da bu mineral degerlerinin istatistiksel agidan farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05)
(Sekil 4.3).

Atik materyali 6rneklerinde kalsiyum seviyesinin ete gore yaklagik 10 kat, fosfor
seviyesinin ise yaklasik 3 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Baliktaki toplam
kalsiyumun yaklasik %99’u, fosforun ise %80’1 iskelet sistemi ve pullarda bulunmaktadir
(FAO, 1980). Dolayisiyla bu ¢alismada kullanilan atik materyalde biiyiik oranda bulunan
iskelet sistemi, tespit edilen bu yiiksek degerlerin kaynagini olusturmaktadir. Magnezyum
ise kemiklerde, tiim organlarda, kas dokusunda ve hiicre dis1 sivida dagilmis olarak
bulundugundan, magnezyum igerigi et (337,3 mg/kg) ve atik (483,4 mg/kg) materyalinde
birbirine yakin degerlerde, kemik dokunun biiyiik kismi atik grubunda yer aldigindan atik
materyalinde biraz daha yiiksek bulunmustur. Ornek gruplarinda 1 mg/kg dan fazla olan 6
mineralden sadece potasyum degeri, et drneginde daha yiiksek bulunmustur. Bunun da
nedeni hayvansal dokularda bulunan potasyumun yaridan fazlasinin kaslarda yer almasidir

(Armstrong, 1998).
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Cizelge 4.2. Balik eti ve atiklarinda mineral seviyeleri (mg/kg)

Et Atik
Kalsiyum (Ca) 924,83+59,37 9809,33+1103,40
Fosfor (P) 2282,00+151,16 6170,33+392,57
Potasyum (K) 3337,33+67,45 2372,67£58,16
Sodyum (Na) 1056,67+24,09 1686,00+35,37
Magnezyum (Mg) 337,07+6,38 483,37+17,09
Demir (Fe) 6,34+0,82 26,234+0,41
Aliiminyum (Al) 0,92+0,08 3,93+0,28
Arsenik (As) 0,84+0,03 0,95+0,02
Bor (B) 0,72+0,02 0,75+0,03
Krom (Cr) 0,09+0,03 0,26+0,07
Bakir (Cu) 0,88+0,01 1,05+0,10
Mangan (Mn) 0,34+0,08 1,95+0,03
Nikel (Ni) 0,64+0,48 0,15+0,08
Selenyum (Se) 0,17+0,00 0,29+0,02
Kadmiyum (Cd) TEDB* (0,027) TEDB (0,027)
Kobalt (Co) TEDB (0,015) TEDB (0,015)
Kursun (Pb) TEDB (0,076) TEDB (0,076)
Kalay (Sn) TEDB (4,94) TEDB (4,94)
Cinko (Zn) TEDB (0,03) TEDB (0,03)

*TEDB: Tespit edilebilir diizeyde bulunamamustir. Tespit diizeyleri (mg/kg) parantez iginde verilmistir

Hayvansal organizmalarda hemoglobin, miyoglobin, bazi enzimler ve sitokrom
yapisinda yer alan ve yasamsal fonksiyonlarda gorev alan demir (FAO, 2001); kalsiyum,
fosfor, sodyum, potasyum, magnezyuma gore ette daha diisitk miktarda (6,3 mg/kg) tespit
edilmis, doku sivis1 acgisindan zengin olan atik materyalde ise 39,6 mg/kg diizeyinde
bulunmustur. Biiylik kism1 hiicre i¢inde bulunan potasyuma karsin, ekstraselliiler sivilarda
bulunan ve osmotik basincin diizenlenmesinde, asit-baz dengesinin saglanmasinda, kaslarin
uyarilmasida, karbonhidratlarin sindiriminde rol oynayan sodyum normal sartlarda
baliklarda 300-1300 mg/kg diizeyinde bulunmaktadir (FAO, 1987; Murray ve Burt, 2001).
Bu caliymada sodyum, hamsi et drneklerinde 1056,7 mg/kg, atiklarda ise 1686,0 mg/kg
diizeyinde bulunmus, bu degerlerin potasyuma oranlar1 ise ette %32, atik materyalde %71

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.3. Et ve atik materyalde >1 mg/kg diizeyindeki mineraller

Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde (Resmi Gazete, 29.12.2011/28157)
gida giivenligi agisindan baliklarda bulunabilecek miktarlarina smir getirilen kursun ve
kadmiyum, bu ¢alismada tespit edilebilir diizeyin altinda bulunmustur. Iz element olarak
adlandirilan ve insanda oksidatif strese karsi viicudu koruyan, enfeksiyonlara kars1 savunma
sisteminde rol alan, biiylime ve gelismeyi diizenleyen, %30’u kaslarda, kalani ise karaciger,
bobrek ve kan dokusunda bulunan selenyum (FAO, 2001) ise ette 0,17 mg/kg, atiklarda 0,29
mg/kg diizeyinde belirlenmis, istatistiksel olarak da farklilik dogrulanmistir (p<0,05). Et ve
atik orneklerinde 1 mg/kg degerinin altinda tespit edilen 13 elementten sadece bor ve nikel

degerleri arasindaki farkin 6nemsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05).

4.1.4. Amino Asit Kompozisyonu

Balik eti ve atiklarinda gergeklestirilen toplam ve serbest amino asit analizi sonuglari
Cizelge 4.3°de gosterilmistir. Toplam amino asit miktari, protein icerigi yiiksek olan balik
etinde, atik orneklerine gére daha yiliksek bulunmustur. Atik materyalde yalnizca glisin ve
prolin, et drneklerine gore %13 ve %8 nispetinde yliksek tespit edilmistir. Serbest amino
asitler agisindan ise durum tersine donmiis, protein igerigi diisiik olan atik materyali
orneklerinde tespit edilen serbest amino asit degerleri, histidin diginda, et materyaline gore
yiiksek bulunmustur. Ornegin serbest glutamin+glutamik asit, atik érneklerinde ete gore
yaklasik 10 kat (%996) daha yiiksek degere sahiptir. Atik materyalin hidroliz dncesinde

serbest amino asit bakimindan zengin icerik gostermesi, hidrolizatlarin molekiil agirlik
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dagilimlarina da yansimistir. Sonug olarak atik materyalin et materyaline toplam amino asit
bakimindan orant %66 iken, toplam serbest amino asit agisindan %195 olarak

hesaplanmuigtir.

Cizelge 4.3. Balik eti ve atiklarinda kuru madde bazinda toplam ve serbest amino asit

kompozisyonu

Toplam Amino Asit Serbest Amino Asit
(g/100g 6rnek) (mg/ 100g drnek)

Amino asitler Et Atik Et Atik
Alanin 4,65 3,52 43,90 98,90
Glisin 3,38 3,82 10,80 28,80
Valin* 5,20 3,56 26,30 103,70
Losin* 6,05 4,13 44,70 169,40
[zolosin* 5,33 3,21 34,30 116,20
Treonin* 2,92 1,80 7,60 35,70
Serin 2,58 1,64 8,40 38,20
Prolin 3,21 3,48 25,10 72,60
aASSi'toara"”J’ASpa”'k 12,56 7,38 15,80 76,80
Metiyonin* 2,20 0,73 10,00 22,30
Hidroksiprolin 0,34 0,31 0,00 0,00
Glutamin+
Glutamik asit 10,32 7,49 11,00 109,60
Fenilalanin* 3,09 2,22 30,20 106,80
Lizin* 6,72 3,71 66,40 233,00
Histidin* 4,27 1,91 698,70 277,70
Tirozin* 2,33 1,26 25,20 79,40
Sistein* 0,80 0,00 0,00 0,00
TEAA** 38,95 18,09 943,60 1855,80
TAA*** 75,91 50,13 1085,30 2116,90

*Esansiyel amino asitler (FAO, 1985)
**Esansiyel amino asitlerin toplam miktar1
***Toplam amino asit miktari

4.1.5. Biyojen Aminler

Biyojen amin analizleri kapsaminda balik etinde putresin, kadaverin ve histamin
degerleri sirasiyla 6,2+0,1 mg/kg, 1,1+0,1 mg/kg ve 16,4+0,2 mg/kg olarak bulunmustur.
Atiklarda ise 15,2+0,5 mg/kg putresin, 4,8+0,1 mg/kg kadaverin ve 15,1+0,2 mg/kg histamin
degeri tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Balik eti ve atiklarinda putresin, kadaverin ve histamin degerleri (mg/kg)

Hamsi, ortalama 6210 mg/kg serbest histidin amino asidi igerigi ile histamin
zehirlenmesine (Scombrotoxin fish poisoning) neden olan riskli balik tiirleri icerisinde yer
almaktadir. Baliklarda bozulma siirecinde bakteriyel dekarboksilasyon aktivitesine bagli
olarak histaminin yani sira putresin ve kadaverin miktarlarinda da artig olmakta ve bu durum
histamin toksiditesini arttirmaktadir (FAO ve WHO, 2013). Bu ¢alismada hidrolizatlarin
gida giivenligi agisindan kontroliinii saglamak i¢in hammaddede tespit edilen histamin,
putresin ve kadaverin degerleri, her iki materyal grubunda istatistiksel agidan 6nemli
(p<0,05) farkliliklar gostermistir. Tespit edilen histamin degerinin yasal limitlerin (EC,
2005; TGK, 2011) altinda oldugu (et 6rneklerinde 16,4 mg/kg, atik orneklerinde ise 15,1
mg/kg), lic biyojen aminin toplam degerleri bakimindan ise atik 6rneginin et 6rnegine gore
daha yiiksek degerde oldugu (35,1 mg/kg) tespit edilmistir. Bu durum, atik grubunda,
sindirim kanali muhteviyat1 bulunmasia ve ayrica ete nazaran enzim ¢esidi/miktar1 ve

mikroorganizma yiikiinlin daha fazla olmasma baglanmistir.

4.1.6. SDS-PAGE

Ug farkli soliisyon (tuz, fosfat buffer ve SDS soliisyonlari) ile ekstrakte edilen balik
eti ve atiklarindaki proteinlerin SDS-PAGE bant profillerinde, goriintii kalitesi ve say1
acisindan Onemli farkliliklar gozlenmistir. Fosfat buffer soliisyonunun en iyi bant
goriiniimiinii sagladigi, %1 SDS soliisyonu ile ekstrakte edilen 6rneklerde ise proteinlerin
biiyilk oranda yitirildigi gozlenmistir. Tuz soliisyonu kullanildiginda ise, SDS
soliisyonundan iyi, fosfat buffer’dan diisiik seviyede protein bantlar1 elde edilmistir.

SDS-PAGE uygulamasi sonrasinda, goriintiileme cihazinin marker protein bantlarmni

baz alarak yaptig1 hesaplamalar neticesinde et 6rneklerinde 10 kDa ile 212 kDa arasinda
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yaklagik 15 adet belirgin protein bandi tespit edilmistir. Atik 6rneklerinde ise 10 kDa ile 212
kDa molekiil agirlik araliginda daha az belirgin olan 8 adet bant gozlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Balik eti ve atik proteinlerinin SDS-PAGE mini jelde goriintiileri. (A) orijinal
goriintii, (B) goriintiileme cihazi ile alinan goriintii ve marker baz alinarak cihaz tarafindan
atanan molekiil agirliklari. (1. marker, 2. tuz soliisyonu ile ekstrakte edilen et, 3. fosfat buffer
ile eksaktre edilen et, 4. SDS soliisyonu ile ekstrakte edilen et; 5, 6 ve 7 aymi siralamadaki

soliisyonlarla ekstrakte edilen atiklar)

Et 6rneklerinde atik 6rneklerine gore yaklasik 2 kat fazla sayida protein bandi tespit
edilmesi, 6zellikle miyofibriller proteinlerin et 6rneginde daha fazla olmasina baglanmistir.
Balik eti ve atiklar1 ile yapilan caligmalarda tespit edilen protein bantlarinin molekiil

agirliklar1 ve olasi protein eslesmeleri Cizelge 4.4’de verilmistir.

4.2. Hidrolizatlarin Tamimlayici ve Besleyici Ozelliklerine Ait Bulgular

Bu caliymada et (E) ve atik (A) materyalden elde edilen hidrolizatlar, kullanilan
hidroliz stiresi (1, 2 ve 3 saat) baz alinarak 6 grupta kategorize edilmis ve Al, A2, A3, E1,
E2, E3 seklinde kodlanmistir. Hidrolizat iiretimi sirasinda dncelikle hidroliz derecesi tespit
edilmis, daha sonra hidrolizatlarn tanimlayici ve besleyici ozellikleri belirlenmeye

calistlmastir.
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Cizelge 4.4. Balik eti ve atiklarinin SDS-PAGE ¢aligmalarinda elde bulgular

Protein
Bandi . . . Literatiirde
Molekiil ngt?s' Tﬁs' Olats;l}’;‘l’te‘“ karsih@ Literatiir
Agirhg 18t m (kDa)
(kDa)
Mivozin asir Stefanson ve Hultin,
212,8 X X yzincm & 200-217,7 | 1994; Tejeda, M., 2001;
Azadian ve ark., 2012
126,9 X X
115,8 X X C Protein 117,7 Azadian ve ark., 2012
60,2
48,0 46,1-49,2 Azadian ve ark., 2012
Aktin Stefanson ve Hultin,
421 X 42-47 1994; Tejeda, M., 2001;
DeCourcy ve Dolan,
2009;
37,2 X Troponin T 37 g’;&‘,’”rcy ve Dolan,
Stefanson ve Hultin,
. 1994; DeCourcy ve
34,1 X X Tropomiyozin 30,2-35,5 Dolan, 2009 Azadian ve
ark., 2012
25 6 < Stefanson ve Hultin,
: Miyozin hafif ~20 1994; DeCourcy ve
zinciri 15-25 Dolan, 2009; Azadian ve
24,6 X X ark., 2012
228 X Troponin | 22-23 ?&%’”my ve Dolan,
Miyozin hafif Stefanson ve Hultin,
17,2 X zinciri (MLC) 1188(('\41‘8) 1994; DeCourcy ve
Troponin C (T-C) Dolan, 2009
Miyozin hafif Azadian ve ark., 2012;
15,5 X X zinciri (MLC) 1515519(/"\'])(:) Thiansilakul ve ark.,
Miyoglobin (M) 2011
13,0 X
11,2 X
10,6 X X
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4.2.1. Hidroliz Derecesi (HD)

Protein hidrolizi sirasinda ayrilan peptit baglarmin orani olarak tanimlanan hidroliz
derecesi, arzu edilen 6zelliklerde bir hidrolizat {iretimi i¢in temel kontrol noktasi olarak
kullanilmaktadir (Adler-Nissen, 1979). Et ve atik materyal gruplarina ait % hidroliz

dereceleri, hidroliz siireleri bazinda Sekil 4.6’da sunulmustur.

Hidroliz Derecesi (%)
(0] U D [e)] ~ ~ (0] 0]
o U o (9] o (6] o (6]
[ qae
[ 4
€ 44

0 1 2 3 4
Hidroliz Suiresi (Saat)

® Et ® Atik

Sekil 4.6. Hidrolizatlarin hidroliz siireleri bazinda hidroliz dereceleri

Et materyali hidroliz dereceleri; 1, 2 ve 3 saatlik hidroliz siirelerine gore sirasiyla
%56,7+0,3, %64,3+0,8, %67,3+0,7 olarak tespit edilmis, atik 6rneklerinde bu degerler
%73,5+0,7, %78,0£0,7 ve %79,9+0,7 seklinde ve daha yiiksek bulunmustur. TCA’da
¢Ozlinen protein degerleri et Orneklerinde yiiksek, atik Orneklerinde nispeten diisiik
bulunmustur. Bununla birlikte toplam proteine oranlandiginda, diisiik protein igerigine sahip
atik orneklerinin hidroliz derecesi nispeten yliksek bulunmustur. Hidroliz derecesi 6zelligi
lizerine materyal tipi ve hidroliz siireleri arasinda 6dnemli derecede (p<0,05) interaksiyon
oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada oldugu gibi literatiirde hidroliz siiresi ile hidroliz derecesi arasinda
dogrusal iliski oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Benzer sekilde enzim miktari
artis1 ile hidroliz derecesinin arttigini gosteren calismalara da rastlanmaktadir. Ornegin,
Shahidi ve arkadaslari (1995) kapelin baliginda (Mallotus villosus), 10-150 dakika
araliginda, Alcalase enzimini 1-9 AU/100g protein E/S oraninda kullanarak en yiiksek
hidroliz derecesini, siirenin ve E/S oraninin en yiiksek oldugu ¢aligmada elde etmislerdir. pH

stat yontemi ile bu deger %30 olarak tespit edilmistir. Klompong ve arkadaslar1 (2007),
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%0,25 - %10 (m/m) Alcalase kullanarak Selaroides leptolepis tiiriinden pH 8,5’de, 60°C’de
20 dakikaya kadar siirdiirdiikleri hidroliz sonrasinda pH stat yontemi ile enzim miktar1
artigina paralel olarak hidroliz derecesini %15 - %40 arasinda belirlemislerdir. Thiansilakul
ve arkadaslar1 (2007a) ise Decapterus punctatus tiirii ile yaptiklar1 ¢alismada, %8 protein
iceren balik/su karisimini 50°C’de, pH 8’de Alcalase enziminden %0,05-5,0 (m/m) oraninda
kullanarak 1 saat siiresince hidrolize etmislerdir. Kullanilan enzim miktaridaki artisa bagli
olarak hidroliz derecesi de artmis ve hidroliz derecesi TNBS metodu kullanilarak %20, %40
ve %60 olarak tespit edilmistir. Elavarasan ve arkadaglar1 (2013) tarafindan Alcalase enzimi
%1 E/S oraninda kullanilarak, Catla catla baligi 60°C’de, pH 9’da, 30 dakika siireyle
hidroliz edilmis ve pH stat yontemi ile hidroliz derecesi %6,70 olarak bulunmustur.

BPH c¢alismalarinda farkli hidroliz derecesi tespit yontemleri ile hesaplanan %HD
degerlerinin birbiri ile uyumlu olmadigi, dzellikle TCA yontemi kullanilarak hesaplanan
%HD degerlerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu konuda Morais ve arkadaglar1 (2013)
peynir alt1 proteinlerinin hidrolizinde 4 farkli hidroliz derecesi tespit yontemini (formol
titrasyon, TCA, ortofitalaldehit (OPA) ve ozmometri) karsilastirmiglar ve en yliksek hidroliz
derecesini TCA yontemi ile elde etmislerdir. TCA yontemi kullanilarak hidroliz derecesinin
tespit edildigi bir BPH ¢alismasinda, Amiza ve arkadaslar1 (2012), Cobia (Rachycentron
Canadum) balig: fileto atiklarini (frame) Alcalase enzimi ile hidroliz etmisler, kullanilan
enzim miktar1 (%1,5, %2, %20, m/m) ve hidroliz siiresi (120 dk, 180 dk, 300 dk) artisina

bagli olarak hidroliz derecelerini %53, %71 ve %96 olarak belirlemislerdir.

4.2.2. Makro Besin Bilesenleri

Siv1 hidrolizatlarda ytiriitiilen makro besin bilesenleri analizlerinde; et materyalde en
diisiik kurumadde (KM) degeri (%7,70) 1 saatlik hidrolizde, en yiiksek KM degeri (%8,84)
3 saatlik hidrolizde elde edilmistir. Atik hidrolizatlarinda en kiigiik KM degeri (%7,5) 1 ve
2 saatlik hidrolizlerde, en yiiksek KM degeri (%38,3) ise 3 saatlik hidrolizde elde edilmistir.
Et orneklerinin kurutulmus hidrolizatlarinda ise en kiiciik (%97,5) ve en biiyiik (%98.3)
kurumadde degerleri 2 saatlik hidrolizde elde edilmistir. Kurutulmus atik hidrolizatlarmin
en kiiciik KM degeri (%94,0) 1 saatlik hidrolizde, en yliksek KM degeri (%97,0) ise 3 saatlik
hidrolizde tespit edilmistir. Sivi ve kurutulmus hidrolizatlarin grup bazinda kurumadde
degerleri Sekil 4.7°de grafikle gosterilmistir. Kurutulmus hidrolizatlardaki temel besin

bilesenlerinin kurumadde bazinda hesaplanan degerler Cizelge 4.5’de verilmistir.
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120
100
80
60
40
20

%

El E2 E3 Al A2 A3
& S1vi BPH 7,83 8,34 8,74 7,55 7,89 8,23
| Liyofilize BPH 97,98 97,99 97,91 94,60 95,20 95,64

Sekil 4.7. Siv1 ve kurutulmus hidrolizatlarin % kuru madde (%KM) degerleri

Yiiriitillen varyans analizinde sivi hidrolizatlarin KM degerleri iizerine materyal
tipinin ve hidroliz siirelerinin ana faktorler olarak bireysel etkilerinin 6nemli oldugu
(p<0,05) tespit edilmistir. Sivi formdaki et hidrolizatlarinin ortalama KM degerlerinin
(%8,3) atik hidrolizatinkinden biiyiik oldugu (%7,9); her iki materyal grubunda da hidroliz
stiresi arttikca KM degerinin 6nemli derecede arttig1 (p<<0,05) goriilmiistiir. Materyal tipinin,
¢Oziinebilir protein miktar1 iizerine etki ederek KM degerini etkiledigi diistiniilmektedir. Stvi
hidrolizatlarda KM degerleri {izerinde hidroliz siiresinin sadece ¢6ziinebilir protein miktari
ile etki etmeyip, hidroliz sirasinda kullanilan NaOH c¢ozeltisi hacminin de 6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.5. Kurutulmus hidrolizatlarin KM bazinda makro besin bilesenleri

Hidrolizat ]
Grubl % Protein % Kiil % Yag % Tuz
El 83,36 £ 0,58 15,38 £0,08 1,03 £ 0,01 4,13 +0,24
E2 84,18 £ 0,36 15,54 £ 0,68 1,28 £ 0,04 4,24 + 0,60
E3 84,71 £0,19 15,07 £ 0,45 0,94 £ 0,03 4,51 +£0,47
Al 76,55 +£0,67 14,13 £ 0,25 0,93 £0,01 5,02 +£0,26
A2 75,47 £0,22 14,15+0,11 0,91 +£0,01 4,75 £0,22
A3 75,67 +£0,34 14,13+ 0,14 0,87 £0,02 4,63 £0,2

Liyofilizatoérde kurutulan hidrolizatlarin %KM degerleri iizerine yalnizca materyal tipi
(et, atik) etkisinin dnemli oldugu (p<0,05), hidroliz siiresinin ve interaksiyonun dnem arz

etmedigi tespit edilmistir. Et hidrolizatlarina gore atik hidrolizatlarinin siki bir yapi
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gostermesi sebebiyle rutubetin kolaylikla uzaklastirilmamasina bagli olarak bu hidrolizat
grubunda KM degerlerinin daha diisiik diizeyde kaldig1 diisiiniilmektedir.

Hidrolizatlarin protein igerigi lizerine materyal tipi ve hidroliz siiresi faktorlerinin
miisterek etkisinin (interaksiyon) onemli oldugu (p<0,05) tespit edilmistir. Et materyal
grubunda 1 saat hidroliz ile 3 saat hidrolizle elde edilen hidrolizatlarin protein icerikleri
arasindaki fark dnemli bulunurken; atik materyal grubunda 1 ile 2 saat hidrolize tabi tutulan
ornek gruplar1 arasindaki farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Hammadde olarak
kullanilan et materyali, KM bazinda %81,2 protein, atik materyali ise kurumadde bazinda
%355,6 protein icermekte olup, materyaldeki protein icerigi farkliliginin hidrolizatlara
yansidig1 goriilmiistiir. Et grubu hidrolizatlarda kurumadde bazinda ortalama %85,08 atik
grubu hidrolizatlarda ise daha diisiik degerde %75,89 oraninda protein tespit edilmistir.
Ancak materyaldeki proteine gore degerlendirildiginde et hidrolizatlarindaki protein artigi
%S5 civarindayken, atik hidrolizatlarindaki degisimin yaklasik %36 diizeyinde gergeklestigi
ve verimin bu materyal grubunda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu veriler 6zellikle
attk materyaldeki proteinin hidrolizle yiiksek verimde geri kazanilabilecegini
gostermektedir.

Kurumaddede % kiil degerleri agisindan, yalnizca materyal tipi faktoriiniin 6nemli
farkliliga neden oldugu (p<0,05) tespit edilmistir. Kuru madde bazinda ette %6,8 olan kiil
degeri, et hidrolizatlarinda ortalama %15,334+0,21¢ yiikselirken; atik materyalinde %19,1
olan kiil degeri ise atik hidrolizatlarinda ortalama 9%14,14+0,09’a gerilemistir. Atik
materyalde bulunan toplam mineral igeriginin hidrolizata yansimamasinin temel nedeni, kiil
degerine katki yapan kemik doku ve diger ¢oziinmeyen kat1 materyalin hidroliz sonrasi
santrifiijleme islemi ile uzaklastirilmasidir. Ayrica atiklara gore et materyalinin hidrolizinde
yiiksek miktarda kullanilan NaOH, et hidrolizatlarinda toplam mineral igeriginin gostergesi
olan kiil degerinin yiiksek ¢ikmasini saglamistir. Bu katki mineral kompozisyonunda da
acikga goriilmektedir. Hidroliz esnasinda kullanilan sodyum hidroksit miktar1 bir taraftan
hidrolizatin mineral i¢erigine katki yaparkan diger taraftan hidroliz hizindaki degisimleri de
yansitmaktadir. Sekil 4.8’de sunulan grafik, hidrolizlerde zamana bagli olarak sarfedilen
toplam NaOH miktarlar1 (ml) ile elde edilmistir. Burada et materyalinin hidroliz hizi,
icerdigi yliksek miktarda proteine bagli olarak tiim hidroliz siiresince ve birim zamandaki
degisim bazinda atiklardan yliksek seyretmektedir. Grafikte gozlenen diger husus, hidrolizin
zamana karst hiz kaybetme (egim agisinda degisim) sablonunun et ve atiklarda farkl
olmasidir. Ornegin et hidrolizinde en yogun hidroliz islemi ilk 40 dakikada meydana

gelmekte, azalma olmakla beraber 110. dakikaya kadar hidroliz etkin bir sekilde
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stirmektedir. Atik hidrolizinde ise ete gore daha diisiik hizda baslayan hidroliz ilk 60 dakika
icerisinde yiiksek seyretmekte, hidroliz hiz1 60-120 dakika arasinda orta hizda siirmekte, 120
dakikadan sonra Onemli bir degisim gozlenmemekte yani reaksiyon duragan faza
gegmektedir.

Kurumadde bazinda %0,9 - %1,3 arasinda dagilim gdsteren yagin biiyiik bolimiiniin
hidroliz sonrasinda santrifiijleme islemi ile ayrilmasi saglanmistir. Ancak fonksiyonel
ozellikler kisminda ifade edilecegi gibi protein hidrolizi isleminin emiilsiyon olusturma
kapasitesi iizerine etkileri ile bir miktar yag emiilsiyon halinde ayrilan hidrolizat fazinda yer
almistir. Kiiclik degerlerde de olsa ortalamalar arasindaki farklar lizerine materyal tipi ve

hidroliz siiresi faktorlerinin interaksiyonunun 6nemli oldugu (p<0,05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Hidroliz siiresince sarf edilen 2N NaOH ¢6zeltisinin hidrolizat gruplar1 bazinda

ortalama dagilimi

Hidrolizatlarin kuru maddede % tuz igerigi lizerine yalnizca materyal tipinin (et ve
atik) etkisinin 6nemli oldugu (p<0,05) tespit edilmis olup; et hidrolizatlarinin kuru maddede
ortalama tuz miktar1 %4,29+0,12, atik hidrolizatlarinin tuz igerigi %4,80+0,02 seviyesinde
bulunmustur. Yiiriitiilen hidroliz isleminde bir taraftan karistrma yapilirken diger taraftan

1s1 uygulanmasi, materyalin tuz igeriginin sivi forma ge¢mesine neden olmus, hidrolizatlarin
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kurutulmas: esnasinda kayip olmadigi i¢in materyale gore daha yiiksek degerlere
ulagilmistir. Kuru madde bazinda hidrolizatlarin tuz icerigi materyale gore kiyaslandiginda

her iki grupta ortalama 2,4 kat artis oldugu tespit edilmistir.
4.2.3. Mineral Kompozisyonu
Ug tekrarl: yiiriitiilen hidroliz islemi sonucunda elde edilen siv1 hidrolizatlarda ICP-

OES sistemi kullanilarak tespit edilen 19 mineral madde Cizelge 4.6’da sunulmustur.

Cizelge 4.6. Balik eti ve atik hidrolizatlarinda mineral kompozisyonu (mg/kg)

Mineraller El E2 E3 Al A2 A3
Cinko 4,1+0,2 4,4+0,3 4,7+0,4 7,3+0,3 5,607 6,4+1,1
Demir 42412 3,240,6 3,440,7 92422 9,3+1,1 9,3+0,5
Fosfor 1106,3+42,8 974,7+27,3 1008,8+51,3 1032,6£165,3 1048,0+£90,2 1023,7£52,3
Kalsiyum 39,043,7 38,144,2 39,0+£7,9 87,4+18,3 88,1443 91,2482
Magnezyum 5,4+0,8 3,4+0,9 43+1,36 14,5446 12,6+1,2 11,5+0,9
Potasyum 1968,0426,1  1814,3+28,6  1846,3+28,0  1334,04244  1407,0£30,8  1379,0+38,1
Sodyum 3129,7+84,7 3273,3£89,6  3484,7+117,2 2951,0+87,1 3353,7+£61,6 3375,0+89,8
Aliiminyum 0,74+0,09 0,68+0,09 0,55+0,02 2,41+0,25 1,87+0,14 1,80+0,08
Arsenik 1,29+0,01 1,23+0,04 1,28+0,05 0,88+0,16 0,89+0,06 0,93+0,12
Bakir 0,4320,08 0,62+0,59 0,2120,03 0,460,13 0,39+0,04 0,44+0,07
Nikel 0,48+0,11 0,69+0,33 0,69+0,25 0,84+0,26 0,62+0,11 0,76+0,18
Selenyum 0,38+0,02 0,36+0,04 0,34+0,03 0,49+0,13 0,57+0,04 0,54+0,07
Bor T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B 0,87+0,55 0,43+0,07 0,30+0,04
Kursun 0,3440,02 0,33+0,02 0,35+0,04 0,36+0,07 0,330,04 0,32+0,05
Mangan T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B
Kobalt T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.ED.B T.ED.B T.ED.B
Krom T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B
Kadmiyum T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.ED.B T.ED.B T.ED.B
Kalay T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B T.E.D.B

TEDB: Tespit edilebilir diizeyde bulunamamigtir. Tespit diizeyleri (mg/kg)= B: 0,15; Cd: 0,027; Sn: 4,94; Co:
0,15; Cr: 0,09; Mn: 0,09

Yiiriitillen mineral analizi sonuglarina gore et ve atiklarda Cd, Co, Sn, Pb ve Zn
degerleri tespit limitinin altinda bulunurken, hidrolizat 6rneklerinde Cd, Co, Sn, Cr, Mn
degerleri ile yalnizca et hidrolizatlarinda bor degerleri 6l¢lim limitinin altinda tespit
edilmistir. Hidroliz islemi sonrasinda ozellikle ¢oziinmeyerek hidroliz sonunda atilan
dokularda bulunan minerallerde azalma goriilmiis, hidroliz esnasinda biiyiikk oranda
hidrolizat sivi fazima ge¢en minerallerde ise artis goriilmiistiir. Kuru madde bazinda 1 mg/kg

diizeyinin iizerinde bulunan mineraller Sekil 4.9°da grafikle gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Et ve atik materyalleri ile bunlara ait hidrolizatlarda yiliksek diizeyde bulunan

minerallerin dagilimi

Sekil 4.9°da sunulan grafikte goriildiigii lizere sodyum elementi miktarinda, et ve atik
materyal ile hidrolizatlar arasinda biiyiik degisim olmustur. Et hidrolizatlarinda ortalama
sodyum miktarinin ete gore yaklasik 9 kat, atik hidrolizatlarinda ise atik materyaline gore 6
kattan fazla artis gostermesinin temel sebebi, pH stat yontemine gore yliriitiilen hidroliz
isleminde pH degerini sabit tutabilmek amaciyla kullanilan sodyum hidroksit ¢ozeltisidir.
Farkli materyal hidrolizatlarmm sodyum degerleri arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edilmemistir (p>0,05). Kas dokusunda yogun olarak bulunan potasyum, dogal olarak ette
daha fazla iken hidroliz sonras1 bir miktar kayba ugramstir. Ete gore atik materyalinde daha
diisiik potasyum bulunmakla birlikte biiyiikk oranda hidrolizata ge¢mesi ile hidrolizatlarda
yaklasik 2 kat artis gdzlenmistir. Bu artista katt maddelerin hidroliz sonrasi ayrilmasi ile
birlikte kuru madde i¢indeki oraninin artmasi etkili olmustur. Potasyum degerleri agisindan
grup ortalamalar1 lizerine materyal tipi ve hidroliz siiresi interaksiyonunun 6nemli oldugu
tespit edilmistir (p>0,05). Balikta toplam kalsiyumun yaklasik %99°u, fosforun ise %80’1
iskelet sistemi ve pullarda bulundugundan (FAO, 1980), bu elementler baslangigta atik
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materyalde ete gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak hidroliz sonrasi kati materyallin
uzaklastirilmast ile birlikte kalsiyum miktarlar1 bakimindan atik hidrolizatlarinda yaklasik
33 kat, et hidrolizatlarinda ise yaklasik 8 kat azalma gdzlenmistir. Istatistiksel olarak
kalsiyum ortalamalar1 arasindaki fakliliklarin materyal tipinden kaynaklandigi tespit
edilmistir (p<0,05). Fosfor miktarlar1 agisindan materyale gore et hidrolizatlarinda ortalama
%28 artis gozlenirken, atik hidrolizatlarinda ortalama %44 seviyesinde bir azalma
kaydedilmistir. Hidrolizat gruplar1 arasinda fosfor ortalamalari arasindaki fark Onemli
degilken (p>0,05), ayn1 grup i¢cinde hidroliz siiresinin farkliliklar tizerine 6nemli etkisinin
bulundugu (p<0,05) saptanmistir. Viicutta biiyiik kismi kemik dokuda bulunan magnezyum,
hidrolizatlarda hidroliz materyaline oranla 6nemli derecede azalma gdstermistir (p<0,05).
Ayrica et ve atik hidrolizat grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli oldugu (p<0,05),
kurumadde bazinda 163,6+15,0 mg/kg ortalama ile atik hidrolizatlarinin et hidrolizatlarina
gore yaklasik 3 kat daha fazla magnezyum igerdigi tespit edilmistir. Ayni tablo
hidrolizatlarin demir igeriginde de gozlenmistir. Atik hidrolizatlarinin kurumaddesinde
ortalama 117,844,9 mg/kg demir bulunurken, et hidrolizatlarinda 43,94+9,0 mg/kg tespit
edilmistir. Hidrolizatlar arasindaki farklililar iizerine sadece materyal tipinin etkisinin

oldugu (p<0,05) belirlenmistir.

4.2.4. Amino Asit Kompozisyonu

Balik protein hidrolizatlarinin sahip oldugu amino asit kompozisyonu; hidrolizatlarin
besleyici degeri ve fonksiyonel 6zellikleri tizerinde 6nemli rol oynamaktadir (Satos ve ark.,
2011). Bu calismada hidrolizatlarda yiirlitiilen amino asit analizi sonuglar1 kuru madde
bazinda hesaplanmis; toplam amino asitler Cizelge 4.7’de, serbest amino asitler ise Cizelge
4.8’de sunulmustur. Hidrolizatlarin toplam amino asit bilesimi, et ve atik materyalin amino
asit igerigine paralel olarak sekillenmistir. Ancak hidrolizat eldesi sirasinda protein
icermeyen yapilar ayrildigindan amino asit miktarlarinda bir artis olmustur. Ayrilan
kisimlarin nispeten az oldugu et hidrolizatlarinda hammaddeye gore ortalama toplam amino
asit miktarmda artis yaklasik %8 olarak kaydedilirken, bu oran atik hidrolizatlarinda %36
gibi dikkat ¢ekici bir seviyede gerceklesmistir.
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Cizelge 4.7. Balik eti ve atik hidrolizatlarinda toplam amino asit degerleri (KM’de g/100g
hidrolizat)

= E2 E3 AL A2 A3
Alanin 5,39 5,94 4,89 4,88 4,29 4,28
Glisin 3,31 3,89 3,45 4,55 3,80 3,86
Valin* 4,36 5,37 4,90 4,41 4,63 4,35
Lésin* 5,66 7,08 6,11 5,05 4,91 4,81
izolosin* 5,27 4,89 4,60 4,23 5,05 4,15
Treonin* 2,58 3,07 2,79 2,46 2,03 2,19
Serin 2,27 2,22 2,47 1,99 1,80 2,06
Prolin 2,99 3,70 3,32 4,05 3,82 3,66
Asparajin+Aspartik asit 11,36 1046 1214 1014 10,90 11,05
Metiyonin* 1,12 2,30 2,00 1,67 1,68 1,50
Hidroksiprolin 1,23 0,46 0,28 0,18 2,35 0,76
Glutamin+Glutamik asit 17,07 15,15 15,65 11,93 11,00 9,87
Fenilalanin* 2,36 3,06 2,66 2,05 2,39 2,37
Lizin* 7,54 9,17 7,44 7,46 5,79 4,89
Histidin* 5,47 5,79 5,58 3,64 3,56 2,95
Tirozin* 1,60 215 1,03 0,52 1,01 1,75
Sistein* 0,47 0,63 0,40 0,54 0,49 0,36
Toplam esansiyel amino 3643 4350 3839 32,03 32,44 2932
asit miktari
Toplam amino asit miktar: | 80,05 85,33 80,58 69,75 70,42 64,85

*Esansiyel amino asitler

Cizelge 4.8. Balik eti ve atik hidrolizatlarinda serbest amino asit degerleri (KM’de mg/100g
hidrolizat)

E1l E2 E3 Al A2 A3
Alanin 67,2 70,3 71,2 145,5 151,2 146,9
Glisin 19,2 18,9 20,0 42,6 46,4 50,4
Valin* 40,5 40,0 41,6 168,4 172,1 182,6
Losin* 70,7 74,0 79,2 348,3 380,4 356,6
Izolosin* 41,1 41,7 44.4 178,5 185,0 196,0
Treonin* 14,2 13,3 14,7 54,2 52,1 56,6
Serin 13,8 13,8 14,4 49,8 45,9 49,9
Prolin 39,6 36,8 37,7 103,9 110,5 110,0
Asparajin+Aspartik asit 9,1 9,8 9,2 90,8 96,2 94,3
Metiyonin* 37,7 39,8 44,0 127,5 134,2 132,5
Hidroksiprolin 2,9 6,6 6,9 49 4,5 5,0
Glutamin+Glutamik asit 37,7 39,8 41,1 146,7 136,7 134,7
Fenilalanin* 53,7 54,4 57,1 259,4 264.,4 270,6
Lizin* 146,1 167,1 177,9 430,7 434,8 390,1
Histidin* 1402,4 1308,6 1328,1 601,8 579,2 615,3
Tirozin* 46,9 47,7 49,8 198,6 203,8 211,4
Sistein* 2,3 2,5 2,2 17,9 19,1 22,3
Toplam esansiyel amino 18558  1789,1  1839,1 23853 24252 24340
asit miktari
Toplam amino asit miktari 2045,2 1985,1 2039,6 2969,5 3016,7 3025,2

*Esansiyel amino asitler
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Bu ¢alismada toplam amino asit miktarlar1 bakimindan et ve atik hidrolizatlarinda bir
siralama yapildiginda ilk 5 amino asit; Glutamin+Glutamik asit, Asparajin+Aspartik asit,
Lizin, Losin ve Alanin olmaktadir (Sekil 4.10). Tespit edilen yiiksek miktardaki bu amino
asitler, hammadde farkliligina bagl olarak litaratiirdeki diger calismalarla farklilik
gosterebilmektedir. Ornegin, Roslan ve arkadaslar1 (2014)’nin tilapya baligi atik
hidrolizatlar1 ile yaptiklar1 ¢alismada amino asitler; Glutamik asit, Glisin, Aspartik asit,
Alanin ve Lizin seklinde siralanmistir. Thiansilakul ve arkadaglar1 (2007b) ise, Decapterus
maruadsi baligi protein hidrolizatlarinda yiiksek diizeyde bulunan amino asitleri sirasiyla;
Arjinin, Lizin, Histidin, Losin ve Serin seklinde tespit etmislerdir.

Literatiirdeki benzer ¢alismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da en diisiik diizeyde
bulunan amino asit Sistein olmustur (Batista ve ark., 2010; See ve ark., 2011; Roslan ve ark.,
2014).

Esansiyel amino asitlerin (FAO, 1985), kuru madde bazinda toplam amino asitlerin
yaklagik yarisma denk geldigi (et hidrolizatlarinda ortalama %48,0, atik hidrolizatlarinda
ortalama %45,7) tespit edilmistir. Esansiyel amino asitler; kuru madde bazinda et
hidrolizatlarinda ortalama 39,4 g/100g, atik hidrolizatlarinda 31,2 g/100g olarak
hesaplanmistir. Esansiyel amino asitlerin materyal ile hidrolizatlar arasindaki degisimi
pozitif yonde olmustur. Bu artis et hidrolizatlarinda 9%1,3 seviyesinde iken, atik

hidrolizatlarinda ¢ok yiiksek seviyede (%72,9) gerceklesmistir.
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Sekil 4.10. Toplam amino asitlerin dagilimi (A: et materyali ve et hidrolizatlar1 ortalamast;

B: atik materyali ve atik hidrolizatlar1 ortalamasi)
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Et materyalinde serbest amino Et hidrolizatlarinda serbest amino
asitlerin dagihimi 1% asitlerin dagilimi
mALA (g/100g Amino asit) (g/100g Amino asit)
EGLY mALA
H VAL EGLY
HLEU m VAL
HILE HLEU
BTHR WILE
B SER mTHR
mSER
HPRO © mPRO
ASN+ASP ASN+ASP
= MET m MET
HHYP HHYP
GLU+GLN GLU+GLN
PHE PHE
LYS LYS
HIS HIS
TYR TYR
ovs CcYs
Atik materyalinde serbest amino Atik hidrolizatlarinda serbest amino
asitlerin dagilimi asitlerin dagilimi
(g/100g Amino asit) (g/100g Amino asit)
mALA HALA
EGLY mGLY
= VAL = VAL 1%
HLEU mLEU
5% 0% eo HILE HILE 0 o/ 0
18% %6% 2% 7% wrur HTHR 7% | 5% 2% _ 6%
B SER mSER 12%
H PRO H PRO 20%
ASN+ASP ASN+ASP
H MET B MET 6%
HHYP HHYP
15% GLU+GLN GLU+GLN 14% 2%
79 PHE PHE 0
% 5% 5% 2% o v 9% 5% 2%
9 HIS HIS 0 4%
1% ol TR 0% 3%
ovs CcYs

Sekil 4.11. Hamsi et ve atiklari ile hidrolizatlarinda serbest amino asitlerin % dagilimi

Hidroliz isleminin dnemli etkilerinden biri de serbest amino asit seviyeleri lizerine
olmustur. Et ve atik hidrolizatlarindaki serbest amino asitlerin miktari, tiiretildikleri
substrattaki serbest amino asitlerden %91 oraninda yiiksek bulunmustur. Bu degisim
nispetinde et materyalinde serbest amino asit miktar1 %1,06 iken et hidrolizatlarinda artarak
ortalama %2,02 seviyesine ulasmis, atik materyalinde %1,57 olan serbest amino asit igerigi
ise atik hidrolizatlarinda ortalama %3,00 olarak tespit edilmistir. Serbest amino asitlerin
hidrolizatlarda % dagilimimna bakildiginda et hidrolizatlarindaki serbest amino asitlerin
yaklagik 2/3” likk kismini histidin aminoasidinin olusturdugu, hidroliz oncesi oransal

dagilimm et hidrolizatlarma yansidig1 gézlenmistir. Atik ve atik hidrolizatlarinda, ete gore
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daha homojen bir dagilim elde edilmis, serbest amino asitlerin yaklasik yarisinin histidin,

lisin, fenilalanin ve 16sin amino asitlerinden olustugu goriilmistiir (Sekil 4.11).

Cizelge 4.9. Farkli yas gruplart i¢in Onerilen amino asitler ve bu amino asitlerin
hidrolizatlardaki miktarlar1 (mg/g protein)

N Ysgfggg;l?\;lo‘; IG((I):IX g nlegrélse)n Aminoasit i¢erigi (Ort.)
2-5 Yas 10-12 Yas Yetiskin Hidroll_:i;atlarl Hidrl(?ltilzl:ltlarl
Valin 35 25 13 59,4 65,4
Laosin 66 44 19 76,5 72,1
izolésin 28 28 13 60,0 65,5
Treonin 34 28 9 34,3 32,6
Metiyonin+Sistein 25 22 17 28,0 30,4
Fenilalanin+Tirozin 63 22 19 55,8 53,8
Lizin 58 44 16 98,0 88,2
Histidin 19 19 16 68,5 49,4

Proteinlerin besleyici degeri, icerdikleri esansiyel amino asitlerin ihtiyacimizi
karsilama kapasitesi ile ol¢iilmektedir (Roslan ve ark., 2014). Kimyasal skor; ele alinan
proteinin 1 graminda bulunan amino asitlerin (mg), dnerilen amino asit miktarma % oram
seklinde belirli amino asitler icin hesaplanmakta ve elde edilen skor, ihtiyaci karsilama
diizeyini gostermektedir (Seligson ve Mackey, 1984). FAO tarafindan farkli yas gruplarina
gore Onerilen amino asit modeli (FAO, 1985) ile farkli hidroliz siirelerinde elde edilen et ve
atik hidrolizatlarinin ortalama toplam amino asit miktarlar1 Cizelge 4.9°da sunulmustur.
Cizelge 4.9°da yer alan verilere gore hesaplanan et ve atik hidrolizatlar1 amino asit %
kimyasal skorlari, Sekil 4.12’de grafik seklinde verilmistir (Seligson ve Mackey, 1984).
Kimyasal skorun %100 olmasi, ilgili yas grubu igin Onerilen amino asit miktarmin tam
olarak karsilandigini gostermektedir.

Esansiyel aminoasitler a¢isindan hidrolizatlarin ihtiyaci karsilama potansiyelinin ¢ok
yiikksek oldugu; 2-5 yas grubu cocuklar icin yalnizca Fenilalanint+Tirozin degerinde
karsilama diizeyinin %87 diizeyinde kaldig1, yetiskin grubunda valin, 16sin, izoldsin, lizin
ve histidin aminoasitlerinin ihtiya¢c duyulan miktarlarin 4 ila 6 kat1 diizeyinde bulundugu
tespit edilmistir. Yetiskin grubu icin kimyasal skor ortalama degeri et hidrolizatlarinda
%400, atik hidrolizatlarinda %384 olarak hesaplanmistir. Calismada elde edilen bu veriler,

literatiirde sazan balig1 derisi hidrolizatlar1 (Wasswa ve ark., 2007), Catla balig1 i¢ organlar1
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hidrolizatlar1 (Bhaskar ve ark., 2008) ve tilapya balig1 isleme atiklarindan elde edilen
hidrolizatlarin (Roslan ve ark., 2014) icerdikleri esansiyel aminoasitler ile kiyaslanmistir.
Gereksinimi kargilama diizeyleri bakimindan, hamsi et ve atik hidrolizatlarinin besleyici

deger acisindan dnemli derece iistiin 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

Aminoasit % Kimyasal Skoru
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Sekil 4.12. Hidrolizatlarin farkl yas gruplar i¢in 6nerilen aminoasit ihtiyacini karsilama

durumu

4.2.5. Biyojen Aminler

Stv1 hidrolizatlarda HPLC yOntemi ile yiiriitiilen biyojen amin analizleri kapsaminda
putresin, kadaverin ve histamin seviyeleri tespit edilmistir (Cizelge 4.10). Hamsi et ve
atiklar1 ile hidrolizatlarinda tespit edilen biyojen aminlerin karsilastirilabilir kilmmasi i¢in
kuru madde iizerinden hesaplamalar yapilmistir (Cizelge 4.11)

Et ve et hidrolizatlarmin kuru maddedeki biyojen amin degerleri lizerinden yiiriitiilen
istatistiksel degerlendirmede farkli hidroliz siirelerinin hidrolizatlarin kadaverin ve histamin
degerleri arasinda fark olusturmadigi (p>0,05), et materyalinin kadaverin degerinin et
hidrolizatlarindan 6nemli derecede (p<0,05) diisiik, histamin degerinin ise hidrolizatlardan
onemli derecede (p<0,05) yliksek oldugu belirlenmistir. Putresin agisindan et materyali ve
El hidrolizat grubunun, E2 ve E3 hidrolizatlarindan 6nemli derecede (p<0,05) yiiksek

oldugu belirlenmistir.
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Atik materyali ve atik hidrolizatlarinin kuru maddedeki degerleri incelendiginde;
kadaverin ve histamin degerleri agisindan atik ve hidrolizatlar1 arasinda 6nemli seviyede fark
olmadig1 (p>0,05), atik materyalinin putresin i¢eriginin ise hidrolizatlardan 6nemli seviyede

(p<0,05) yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Siv1 hidrolizatlarin putresin, kadaverin ve histamin seviyeleri (mg/kg)

Hidrolizat Putresin Kadaverin Histamin
Grubu
El 1,74+0,21 4,17+£0,56 3,22+0,13
E2 1,17+0,10 4,16+0,61 3,03+0,21
E3 1,03+0,03 4,38+0,47 3,41+0,51
Al 3,81+0,15 2,58+0,79 6,00+0,42
A2 3,75+0,16 1,70+0,32 5,13+1,24
A3 3,97+0,20 2,73+0,86 3,98+1,26

Cizelge 4.11. Hamsi et ve atiklar1 ile hidrolizatlarina ait biyojen amin degerleri (KM’de

mg/kg)
Hidrolizat Putresin Kadaverin Histamin
Grubu

Et Materyali 26,05+0,22 4,54+0,29 69,21+0,48
El 22.30+1,71 53,44+4,75 41,20+1,29

E2 14,09+0,79 49,99+4,60 36,38+1,27

E3 11,78+0,19 50,10+2,99 39,0743,71

Atik Materyali 57.99+1,20 18,34+0,19 57,82+0,13
Al 50,41+1,29 34,17+5,96 79,42+3.50
A2 47,60+1,34 21,74+2,93 65,60+11,00

A3 48.27+1,08 33,3246,33 48,27+8.53

Gilinitimiizde biyojen aminler i¢in olusturulan yasal diizenlemelerde, yalnizca histamin
limit degeri verilmektedir. Aslinda bakteriyel bozulma siirecinde ortaya ¢ikan putresin ve
kadaverin gibi diger putreaktif aminlerin de viicutta histamini metabolize eden sistemleri
perdeleyerek toksiditeyi arttirdiklar bilinmektedir. Bu yaklagimla, ¢alismada analiz edilen
bu ii¢ aminin KM’deki toplam degerleri de incelenmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde bu ii¢ aminin toplam degerleri bakimindan et ve et hidrolizatlar:
arasinda dnemli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Ayn1 sekilde KM’de putresin, kadaverin
ve histamin degerleri toplami bakimindan atik ve atik hidrolizatlar1 arasinda da 6nemli fark

bulunmamistir (p>0,05). Atik hidrolizatlarinda bu ii¢ aminin ortalamas1 142,7 mg/kg, et
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hidrolizatlarinda ise 106,0 mg/kg olarak hesaplanmis, istatistiksel acidan bu iki deger
arasindaki farkin da 6nemli (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

Balik {irtinlerinde yiiksek diizeyde histamin, hasat sonrast uygun sekilde muhafaza
edilmeyen baliklarda, serbest histidin amino asitinin bakteriyel dekarboksilasyonu yoluyla
olugsmaktadir. Ayni1 sekilde kadaverin lizin amino asitidinden; putresin ise ornitin ve arjinin
iizerinden meydana gelmektedir (Santos, 1996; Shalaby, 1996; Krizek ve Kalac, 1998).
Yasal diizenlemelerde toksidite sinir1 100 mg/kg (yas agirlik) olarak bildirilen histamin, bu
degerlerin iizerinde zehirlenmelere sebep olabilmektedir. Histamin zehirlenmesi siklikla
Scombridae  ve  Scomberesocidae  familyalarina  ait  scombroid  baliklarla
iliskilendirildiginden ortaya c¢ikan zehirlenmeler “Scombrotoxic” balik zehirlenmeleri
olarak adlandirilmaktadir (Taylor, 1986). Bu familyalar i¢inde yer alan orkinos, palamut,
uskumru, kolyoz ve zargana gibi baliklarin disindaki bazi baliklar da sahip olduklar1 zengin
serbest amino asit igerigi ile scombroid zehirlenmeleri i¢inde anilmaktadir. Bunlarm en
onemlileri sardalya, hamsi, lifer, mahi-mahi, merlin, somon ve ringa tiirii baliklardir (Flick
ve ark., 2001). Yiiksek diizeyde histamin olusturan bakteriler, mezofilik enterik bakteriler
oldugundan; histamin ve diger aminlerin olusumu, yiiksek sicaklik derecelerinde (>15-20
°C) olduke¢a hizli seyretmektedir (Ababouch, 1991; Lehane ve Olley, 2000; Flick ve ark.,
2001). Bu bilgiler gergcevesinde anilan balik tiirlerinin kullaniminda biyojen amin igerikleri
biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu durum ayni zamanda atiklarin kullanimi1 i¢in muhafazanin
onemini vurgulamaktadir. Calismamizda histamin degerleri KM bazinda dahi en yliksek
79,4 mg/kg degeri gosterdiginden glivenli bulunmaktadir. Ancak ¢alisma kapsaminda daha
once baska bir hammadde ile yiiriitiilen 6n denemelerde, ayiklanmis hamsi etinde histamin
degeri, 22,0+1,7 mg/kg iken, ayn1 hammaddeye ait atiklarda 124,2+4,2 mg/kg gibi yliksek
deger tespit edilmistir. Atiklar; bakteriyel yiikii, sindirim enzimlerinin yiiksek olusu ve
calismamizda da gosterildigi gibi serbest amino asitlerin ete gore iki kat daha fazla bulunusu
ile biyojen amin olusumu konusunda iyi bir materyal konumundadir. Bu veriler, atiklarin
herhangi bir isleme yontemi i¢in hammadde olarak kullanim amaci bulunmas1 durumunda,

muhafazasinin biiylik bir dikkatle yiiriitiilmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

4.2.6. SDS-PAGE
Hidrolizatlardaki protein igeriginin molekiil agirliklar1 bazinda dagilimlarmni gérmek
iizere SDS-PAGE calismasi gerceklestirilmistir. Sivi ve kurutulmus hidrolizatlar ayr1 ayri

calisilmig, SDS-PAGE ile elde edilen goriintiilerinin benzer sekilde oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.13).
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A. S Hidrolizatlar B. Kurutulmus Hidrolizatlar

E1 E2 E3 A1 A2 A3 M M E1 E2 E3 A1 A2 A3
Sekil 4.13. Farkli hidrolizat ¢ozeltilerinin SDS-PAGE goriintiileri. M- ultra low molecular
weight marker; E- et hidrolizatlari, A- atik hidrolizatlari; 1, 2 ve 3- hidroliz siireleri (saat)

Goriintiileme cihazinin isaretleyici bantlarin molekiil agirliklarmi baz alarak yaptigi
hesaplamada et hidrolizatlarinda yaklasik 45 kDa diizeyinde bir bant, atik hidrolizatlarinda
ise yaklasik 42 ve 53 kDa seviyelerinde iki bant tespit edilmistir. Et hidrolizatlarinda 15 kDa
seviyesinin altinda, atik hidrolizatlarinda ise 6,5 kDa seviyesinin altinda yigilma

gozlenmistir (Sekil 4.14).

E1l E2 E3 Al A2 A3 Marker

Sekil 4.14. Hidrolizatlardaki proteinlerin molekiil agirlik dagilimlari

Soussi ve arkadaglar1 (2007) tarafindan sardalya balig1 atiklarindan elde edilen farklh
hidroliz derecelerine sahip hidrolizatlarda, bu ¢calismadakine benzer sekilde 30 kDa ve 55
kDa seviyelerinde iki protein bandi tespit edilmistir. Diger proteinler ise 14,2 kDa
seviyesinin altinda major bant olusturmus, hidroliz derecesi en yiiksek hidrolizatta yigilma
daha belirgin olmustur. Sathivel ve arkadaslar1 (2005)’'nin somon balig1 Alcalase
hidrolizatlarinin SDS-PAGE calismasinda; 25 dakikalik hidrolizde birkac bant g6zlenirken
75 dakikalik hidrolizde proteinlerin biiylik oranda 13 kDa seviyesinin altinda toplandigi
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tespit edilmistir. Liceaga-Gesualdo ve Li-Chan (1999), Atlantik ringa baligi Alcalase
hidrolizatlarmin elektroforetik goriintiisiinde, bu ¢alismadaki hamsi atik hidrolizatlarina
benzer sekilde 6,5 kDa seviyesinde major bir bant gézlemlemislerdir. Pacheco-Aguilar ve
arkadaslar1 (2008) tarafindan Pasifik berlam baligindan Alcalase enzimi ile elde edilen
hidrolizatlarda protein bantlar1 diisiik hidroliz derecesinde 19 kDa’dan baslarken hidroliz
derecesi arttikca baslama seviyesi 10 kilodaltona kadar inmistir. Bu c¢aligmada
gerceklestirilen hidroliz isleminde, segilen enzim ve reaksiyon sartlarinin iyi
olusturulmasima bagli olarak 1 saatlik reaksiyon siiresinde proteinlerin 1yi derecede hidrolize
oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle yukarida verilen bazi ¢caligmalarda oldugu gibi artan
hidroliz siirelerinde (2 ve 3 saat) farkli bir elektroforetik tablo gézlenmemis, ancak hidroliz
stiresi arttikca Ozellikle atik hidrolizatlarinda 7 kDa’dan 5 kDa seviyelerine diisme ve bu

seviyelerin altinda toplanan protein igeriginde hissedilir bir yogunlagsma gézlenmistir.

4.3. Hidrolizatlarin Fonksiyonel Ozelliklerine Ait Bulgular
Hidrolizatlar, fonksiyonel 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla; protein ¢oziiniirligi,
emiilsifiye aktivitesi, emiilsiyon stabilitesi, kopiik genislemesi ve kopiik stabilitesi, su tutma

kapasitesi ve yag tutma kapasitesi agisindan incelenmistir.

4.3.1. Hidrolizatlarin Protein Coziiniirliigii

Hidrolizatlarm protein igeriginin ¢oziiniirliik 6zelligi 3 farkli pH derecesinde (4, 7 ve
10) incelenmis, ¢ozlinen protein degerleri Sekil 4.15°de sunulmustur.

Materyal tipi, hidroliz siiresi ve pH degerlerinin etkisi altinda sekillenen protein
¢cOziinlirliigii 6zelligi tizerinde materyal tipi ve hidroliz siireleri etkilesiminin (interaksiyon)
onemli oldugu, her bir hidroliz siiresinde et ve atik hidrolizatlarinin ¢oziiniirlik degeri
ortalamalarinin 6nemli seviyede farklilik gosterdigi (p<0,05) tespit edilmistir.

Literatiirde izoelektrik noktasina yakin olan pH 4 diizeyinde ¢6ziiniirliigiin daha diisiik
oldugu, PH 6 ve iizerinde nispeten artis oldugu; ayn1 pH derecesinde hidroliz derecesi ile
dogru orantida ¢oziiniirliigiin artt131; %90’ {lizerinde ise ¢Oziiniirliik degerlerinde diger
faktorler agisindan 6nemli farkliliklarin olmadig: bildirilmektedir (Diniz ve Martin, 1997;
Gbogouri ve ark., 2004; Klompong ve ark., 2007; Souissi ve ark., 2007; Thiansilakul ve ark.,
2007b; Pacheco-Aguilar ve ark., 2008; Santos ve ark., 2011). Bu ¢alismada; ¢6ziiniirlikk
degerleri %90 ile %100 arasinda degisim gostermis, tiim veri gruplar1 agisindan ortalama
%96,5 ¢oziiniirlik degeri elde edilmistir. Hidroliz siireleri ile Materyal tipi interaksiyonuna

ve pH degerlerine gore dnemli farkliliklar (p<0,05) elde edilmesine karsin artan veya azalan
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bir egilim tespit edilmemistir. Bu ¢alismada kullanilan hidroliz sartlarina bagl olarak en
diisiik hidroliz siiresinde dahi etkin bir hidroliz ger¢eklesmis, %97 diizeyinde ¢oziiniirliige
sahip hidrolizat iiretimi saglamistir. Hidrolizat {iretiminde materyal tipi ve hidroliz siiresinin

¢oziinlirlik diizeyine belirgin bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Et Hidrolizatlarinda Coziiniirliik Atik Hidrolizatlarinda Coziiniirliik
105,0 105,0
Aa Aia Aa
ABa
1000 pae 4ot 1000 ABag
b Bab
95,0 Bb 1 95,0
90,0 90,0
85,0 I 85,0
80,0 80,0
El E2 E3 Al A2 A3
EpH4 97,4 89,8 95,3 EpHA4 97,2 96,3 92,3
HpH7 93,6 94,4 100,8 HpH7 98,9 98,9 95,6
HpH 10 96,9 94,1 100,8 M pH 10 100,4 99,5 94,2
(*)Farkl biiyiik harfler aym hidroliz derecesindeki, farkl kiigiik harfler ise ayni pH derecesindeki 6nemli (p<0,05) farkliliklar1 gosterir

Sekil 4.15. Et ve atik hidrolizatlarinin protein ¢oziiniirligii (%)

4.3.2. Hidrolizatlarin Emiilsifikasyon Aktivitesi

Linder ve arkadaglar1 (1996)’na gore hidrolizatlarin emiilsiyon mekanizmast;
peptitlerin homojenizasyon esnasinda olusan yag damlaciklarinin yilizeyine tutunarak
koruyucu bir membran olusturmasi ve birbirleriyle birlesmesinin 6nlenmesi seklinde ifade
edilmektedir. Ayrica bu 6zelligin, hidrolizatlarin yiizey-aktif maddeler olmasia ve sahip
olduklar1 hidrofobik ve hidrofilik gruplarla yag ve su molekiillerinin emiilsiyon
olusturmalarmi1  desteklemesine  baglanmaktadir. Bu  ¢alismada  hidrolizatlarin
emiilsifikasyon aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Emiilsifiye Aktivite indeksi (EAI) ve
Emiilsiyon Stabilite indeksi (ESI) 6zellikleri incelenmistir.

Protein igeriklerine gére EAI (m?/g) degerleri; et hidrolizatlarinda 14,7 ile 44,9
arasinda, atik hidrolizatlarinda 16,8 ile 34,8 arasinda elde edilmistir. Bu 6zellik agisindan
deneme deseninde yer alan materyal tipi, hidroliz siiresi ve analiz prosediiriine uygun olarak
olusturulan protein konsantrasyonu faktorlerinin grup ortalamalar1 {izerine miisterek
etkilerinin (interaksiyon) onemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Et hidrolizatlarinin

tamaminda ve Al hidrolizat grubunda protein konsantrasyonu arttikca EAI degerlerinin
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diistiigii, tiim gruplarda %0,25 protein icerigindeki EAI degerlerinin digerlerine gdre dnemli

derecede yiiksek bulundugu goriilmiistiir(p<0,05) (Sekil 4.16).

Et Hidrolizatlarinda EAI Atik Hidrolizatlarinda EAI
50,0 40,0
A* A A Aa
40,0
30,0 8 Ab Ab
a
300 B2
Bb Bb
Bc 20,0 C B Bb g
20,0 C C
10,0
10,0
0,0 FEEEER EEEEE S 0,0 —_ S
El E2 E3 Al A2 A3
W %0,25 Prot. 44,5 44,7 44,9 W %0,25 Prot. 34,8 27,1 27,7
W %0,5 Prot. 28,2 23,4 20,8 W %0,5 Prot. 25,6 19,6 17,6
H %1,0 Prot. 15,5 15,4 14,7 H %1,0 Prot. 17,2 17,7 16,8
*)Farkl1 biiytik harfler ayni hidroliz derecesindeki, farkl kiigiik harfler ise ayni protein konsantrasyonundaki énemli (p<0,05)
farkliliklar1 gosterir

Sekil 4.16. Hidrolizatlarinin emiilsifiye aktivite indeksi degerleri (m?/g)

Et Hidrolizatlarinda ESi Atik Hidrolizatlarinda ESi
40,0 60,0
50,0 a
30,0
’ Aa
A A 40,0
A Aa b
Ab
20,0 30,0
’ B ’
Bb B B Bab o
20,0 Bb
10,0 Ba Cb Bb
0,0 0,0
E1l E2 E3 Al A2 A3
M %0,25 Prot. 24,8 20,5 24,3 M %0,25 Prot. 27,1 31,9 46,6
M %0,5 Prot. 14,8 20,8 26,1 M %0,5 Prot. 16,1 20,8 23,3
M %1,0 Prot. 15,5 15,4 16,0 ¥ %1,0 Prot. 12,3 11,5 11,5
*)Farkl1 biiyilik harfler ayni hidroliz derecesindeki, farkli kiigiik harfler ise ayni protein konsantrasyonundaki énemli (p<0,05)
farkliliklar1 gosterir

Sekil 4.17. Hidrolizatlarin emiilsiyon stabilite indeksi degerleri (dk.)

Protein igerigi %0,25 olan hidrolizatlarda ESI degerleri bakimindan atik hidrolizatlar1
ortalamasinin (35,2 dk.), et hidrolizatlar1 ortalamasindan (23,2 dk.) 6nemli derecede yliksek
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oldugu (p<0,05) tespit edilmistir. Protein igerigi %1,0 olan dérneklerde ise et hidrolizatlarinin
ESI degerleri ortalamasinin (15,6 dk.) atik hidrolizatlar1 ortalamasindan (11,8 dk.) yiiksek
oldugu (p<0,05); %0,5 protein igeren hidrolizat gruplar1 arasinda 6nemli bir fark olmadigi
(p>0,05) tespit edilmistir. Elde edilen ESI ortalamalar1 bakimmdan grup farklhiliklari iizerine
Materyal Tipi x Hidroliz Siiresi x Protein Konsantrasyonu faktdrlerinin interaksiyonunun
onemli oldugu (p<0,05) tespit edilmistir (Sekil 4.17).

Calismamizda literatiire paralel olarak protein miktar1 en diisiik 6rnek gruplarinda en
yiiksek EAI ve ESI degerleri elde edilmistir (Gbogouri ve ark., 2004; Thiansilakul ve ark.,
2007b; Muzaifa ve ark., 2012). Protein konsantrasyonundaki artiga gore emiilsifiye
ozelliklerinde artis olabilmesi i¢in ortamdaki tiim protein yapilarinin emiilsifiye aktivitesi
icinde olmas1 gerekmektedir. Ciinkii hesaplama yapilirken olusan turbitenin absorbansi,
protein konsantrasyonuna oranlanmaktadir. Elde edilen veriler gostermektedir ki; artan
protein konsantrasyonuna gore belli bir dereceye kadar emiilsifiye ozelliklerinde artis
olmakta, yag partikiillerine baglanan proteinlerden fazlasi ortama verildiginde, bu protein
yapilar1 etkisiz kalmakta ve totalde EAI ve ESI degerlerinin diismesine neden olmaktadir.

Baz1 ¢alismalarda emiilsifiye aktivitesinin hidroliz derecesi ile ters orantili oldugu
(Klompong ve ark., 2007; Wasswa ve ark., 2007), bazilarinda ise hidroliz derecesinin etkisi
bulunmadigi tespit edilmistir (Gbogouri ve ark., 2004). Bu ¢alismada hidroliz siiresine gore
EAI ve ESI degerleri belirgin bir egilim gostermemekle birlikte, ayn1 hidrolizat grubunda 1
saatlik hidroliz siiresine ait 6rneklerin diger hidrolizatlarla ayn1 veya onlardan daha yiiksek
degerde olduklar1 goriilmiistiir. Literatiirde balik veya atiklari ile yapilan c¢aligmalar
incelendiginde en yiiksek EAI degeri 40 m?/g (Muzaifa ve ark., 2012) iken bu ¢alismada et
hidrolizatlarinda 45 m?/g olarak bulunmustur. Literatiirde en yiiksek 36 dk (Thiansilakul ve
ark., 2007b) olarak belirlenen ESI degeri bu ¢alismada atik hidrolizatlarinda 47 dk olarak
tespit edilmistir. Bu verilere gore et hidrolizatlarinin emiilsifiye aktivitesi, atik

hidrolizatlarinin ise emiilsiyon stabilitesinin {istiin 6zellikte oldugu goriilmiistiir.

4.3.3. Hidrolizatlarin Kopiik Olusturma Ozellikleri

Hidrolizatlarim  %0,25, %0,5 ve 9%1,0 protein igeren sulu ¢dzeltilerinin
karistirilmasiyla olusan kopiigiin hacmi kopiik genislemesi (KG) degeri, olusan kopiigiin 1
saat sonraki hacmi Olciilerek kopiik stabilitesi (KS) degerleri elde edilmistir.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizinde EAl ve ESI degerleri gibi KG degerleri
bakimindan da grup ortalamalar1 arasinda farkliliklarda Materyal Tipi x Hidroliz Siiresi x

Protein Konsantrasyonu faktorlerinin interaksiyonunun 6nemli oldugu (p<0,05) tespit
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edilmigstir. KS 6zelliginde iiclii interaksiyon tespit edilmemis, ancak bu ii¢ faktor arasinda

ikili interaksiyonlarin 6nemli oldugu (p<0,05) goriilmiistiir.

100,0 Aa 60,0
80,0 Ab
Ab
40,0 A
60,0 B B
B
40,0 C .
) C B
c* 20,0 L
- I I I I I
0,0 FEEEER EEEEEE SRS 0,0 FEEEES SREEEE SEEEEE
El E2 E3 Al A2 A3
W %0,25 Prot. 25,8 31,7 30,8 W %0,25 Prot. 25,0 15,8 18,3
W %0,5 Prot. 53,3 52,5 43,3 W %0,5 Prot. 25,0 25,8 22,5
H %1,0 Prot. 90,0 73,3 64,2 H %1,0 Prot. 43,3 36,7 37,5
*)Farkl1 biiyiik harfler ayni hidroliz derecesindeki, farkli kiigiik harfler ise ayni protein konsantrasyonundaki 6nemli (p<0,05)
farkliliklar1 gosterir

Sekil 4.18. Hidrolizatlarm kopiik genisleme 6zelligi (%)

80,0 40,0
Aa
60,0 ra 30,0
Ab
B
40,0 B B 20,0 B AB a
Bab)
Ca Bb
*
- i I I i I - I I I I
0,0 I I 0,0
E1l E2 E3 Al A2 A3
M %0,25 Prot. 16,7 20,0 15,8 M %0,25 Prot. 11,7 10,8 17,5
M %0,5 Prot. 37,5 32,5 34,2 M %0,5 Prot. 17,5 17,5 17,5
M %1,0 Prot. 60,0 57,5 48,3 ¥ %1,0 Prot. 30,8 23,3 22,5
*)Farkl1 biiyilik harfler aymi hidroliz derecesindeki, farkl kiigiik harfler ise ayn1 protein konsantrasyonundaki 6nemli (p<0,05)
farkliliklar1 gosterir

Sekil 4.19. Hidrolizatlarin kopiik stabilitesi 6zelligi (%)

KG 6zelligi bakimindan en yiiksek ortalamalar, %1,0 protein igerigi olan drneklerde

E grubunda %75,8; A grubunda %39,2 olarak tespit edilmistir. Et ile atik hidrolizatlarinin
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ayni protein konsantrasyonundaki ortalama KG degerleri arasindaki farkin 6nemli oldugu
tespit edilmistir (p<0,05). Al ve A3 disindaki 6rnek gruplarinda, protein konsantrasyonu
arttikca KG degerleri de 6nemli diizeyde artmustir (Sekil 4.18).

Kopiik stabilitesi degerlerindeki degisim KG 06zelligi ile benzerlik gostermis, en
yiiksek %KS degeri %1,0 protein iceren 6rneklerde E grubu igin ortalama %55,3; A grubu
icin ise %25,6 olarak elde edilmistir (Sekil 4.19). KS 6zelligi bakimimdan tiim E grubu
orneklerin A grubu Orneklerden yiiksek degerde oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Bu iki
grupta ise en yiiksek degerler en yiiksek protein igeriginde elde edilmistir (p<0,05). Hidroliz
stireleri bakimindan incelendiginde sadece 1 ve 3 saatlik hidrolizatlar arasinda 6nemli
farklilik oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Literatiirde hidroliz derecesindeki artisa gore kopiirme 6zelliginde ve stabilitesinde
diisme oldugunu bildiren bazi ¢aligmalar (Klompong ve ark., 2007; Souissi ve ark. 2007)
olmasina ragmen ¢alismamizda bu durum net olarak gozlenmemistir. Literatlirde incelenen
calismalarda oldugu gibi bu c¢alismada da protein konsantrasyonu arttikca kopiirme
ozelliklerinde artis gozlenmistir (Thiansilakul ve ark., 2007b; Muzaifa ve ark., 2012). Et
hidrolizatlarinin %90 KG ve %60 KS gibi bariz bir sekilde yiiksek kopiirme 6zelliklerine
sahip oldugu, atik hidrolizatlarinin da %43 KG ve %30 KS gibi daha diisiik degerlerde bu

ozelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

4.3.4. Hidrolizatlarin Yag ve Su Tutma Ozellikleri

Hidrolizatlarin yag tutma kapasitesi (YTK) ve su tutma kapasitesi (STK) degerleri
Cizelge 4.12°de verilmigtir. Literatiirle uyumlu olarak YTK ve STK bakimindan et ve atik
orneklerinde hidroliz siirelerinin 6nemli bir etki yaratmadigi (p>0,05) tespit edilmis (Diniz
ve Martin, 1997; Sathivel ve ark., 2005; Souissi ve ark., 2007), ancak bu 6zellik iizerine
materyal tipi ve hidroliz siiresi arasinda interaksiyonun dnemli oldugu (p<0,05) tespit
edilmistir. Atik hidrolizatlarinin yag tutma kapasitesi ortalamasinin (3,3 ml/g) et
orneklerinkine (3,1 ml/g) gore 6nemli derecede (p<0,05) yiiksek oldugu belirlenmistir.

Su tutma kapasitesi 6zelligi bakimmdan et ve atik 6rnek gruplar1 arasindaki farkin
onemli olmadigy, hi¢bir faktoriin bu 6zellik lizerine etki etmedigi goriilmiistiir (p>0,05). STK
ve YTK 6zelligi bakimindan da tiim hidrolizat ortalamalar1 (3,3 / 3,2 ml/g) arasindaki farkin

onemli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).
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Cizelge 4.12. Hidrolizatlarin yag ve su tutma kapasiteleri

Hidrolizat Grubu Yag Tutma Kapasitesi Su Tutma Kapasitesi

(ml/g) (ml/g)
El 3,0+0,0 3,3+0,1
E2 3,0+0,0 3,3+0,1
E3 3,240,0 3,3+0,1
Al 3,3+0,1 3,3+0,1
A2 3,4+0,1 3,340,2
A3 3,1+0,0 3,1+0,1

Literatiirde yag ve su tutma kapasiteleri tizerine hidroliz derecesinin etkisi konusunda
farkli sonuglarla karsilasilmaktadir. Hamsi ¢calisma sonuglarma benzer sekilde kdpekbaligi
eti ve sardalya balig1 yan tirlinleri hidrolizatlarmin yag ve su tutma kapasitelerinin hidroliz
derecesi ile iligkili olmadiklar1 (p>0,05) tespit edilirken (Diniz ve Martin, 1997; Souissi ve
ark., 2007), sazan balig1 derisi hidrolizatlarinda su tutma kapasitesinin hidroliz derecesi ile
dogru orantida arttigi, buna karsin yag tutma kapasitesinin azaldigi tespit edilmistir (Wasswa
ve ark., 2007). Sathivel ve arkadaslar1 (2005) ise somon balig1 kafasi hidrolizatlarinda en
kiiciik yag baglama kapasitesi degerini en yiiksek hidroliz derecesinde elde etmisler, su
baglama kapasitesini ise ii¢ hidroliz derecesinde de ayn1 diizeyde bulmuslardir. Yiiriitiilen
calismalar genel olarak degerlendirildiginde; hidrolizatlarin yag ve su tutma kapasitelerinin
hammadde, enzim ve reaksiyon sartlarinin etkisi altinda sekillendigi ve tamamen bu sartlara
0zgii degerler gosterdigi diistiniilmektedir. Bu sebeple farkli c¢alismalar arasinda iliski

kurulamamaktadir.

4.4. Hidrolizatlarin Biyoaktif Ozelliklerine Ait Bulgular

Hamsi eti ve atiklarmin hidrolizatlarinda biyoaktif 6zellikler kapsaminda anjiotensin
donistiiriicti enzim (ACE) inhibisyonu aktivitesi (antipertensif etki) ve antioksidan aktivitesi
incelenmistir. Antioksidan 6zelligi kapsaminda DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi
ve Fe*? selatlama ozelligi test edilmistir. Biyoaktif 6zellikler iizerine etki eden faktdrlerden
biri de peptitlerin boyutudur. Bu nedenle iiretilen hidrolizat gruplarinin (A1, A2, A3, E1, E2,
E3) bir kismi ultrafiltrasyona tabi tutulmus; analizler, filtre edilmis (<5 kDa) ve edilmemis
(orijinal) Orneklerde gergeklestirilmistir. Analizlerde diger faktorlerin yani sira
ultrafiltrasyon faktoriiniin etkisi de arastirilmistir. Literatiirde, biyoaktif analizlerin sonuglar1

farkli birimlerle sunulmakta ve bu durum karsilastirma konusunda problem olusturmaktadir.
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Bu c¢aligmada biyoaktif analizler, yorumlama asamasinda kolaylik saglamasi agisindan

sonuclar farkl sekillerde ifade edilebilecek sekilde tasarlanmistir.

100
80
60

40

% ACE inhibisyonu

20

2 4 6 8 10 12 14
Captopril Konsantrasyonu (ng/ml)

By b N C e—rt

Sekil 4.20. Captopril etken maddesinin konsantrasyona bagli % ACE inhibisyonu grafigi

4.4.1. Hidrolizatlarin ACE inhibisyon Aktivitesi

Hidrolizatlarm, renin anjiotensin sisteminde (RAS) kilit gorev listlenmis anjiotensin-I
dontstiiriici.  enzimi  (ACE) inhibisyon aktivitesi analizleri, 5 farkli hidrolizat
konsantrasyonunda gerceklestirilerek % inhibisyon ve 1Cso degerleri elde edilmistir. Ayrica
yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddesi Captopril de analiz edilerek,
hidrolizatlarin ACE inhibisyonu, Captopril esiti olarak hesaplanmustir. Sekil 4.20°de farkl
konsantrasyonlardaki Captopril etken maddesine ait %ACE inhibisyon grafigi, Cizelge
4.13’de ise hidrolizatlarin ACE inhibisyonu aktivite degerleri sunulmustur.

Hidrolizatlarin 5 farkli konsantrasyonda %ACE inhibisyon aktivite degerleri ve KM
bazinda 1 mg/ml’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen %ACE inhibisyon aktiviteleri
istatistiksel olarak analiz edilmislerdir. Hidrolizat konsantrasyonu ile ACE inhibisyon
aktivitesi arasinda dogrusal iligki oldugu ve tiim 6rnek gruplarinda her bir konsantrasyona
ait ACE inhibisyon aktivitesi degerinin digerlerinden 6nemli derecede farkli (p<0,05)
oldugu goriilmiistiir. Ornek gruplari, ultrafiltrasyona tabi tutulanlar (<5 kDa) ve filtre
edilmeyenler (orijinal) olarak iki ayr1 sekilde kendi i¢inde analiz edilmislerdir.
Ultrafiltrasyondan gegirilen hidrolizatlardan A1 ve E1 arasindaki farkin 6nemli olmadig1
(p>0,05), ancak A2 grubunun E2 grubundan ve A3 grubunun E3 grubundan 6nemli derecede
(p<0,05) diisiik ACE inhibisyon aktivitesi gosterdikleri tespit edilmistir. Et ve atik

hidrolizatlar1 i¢inde hidroliz siirelerinin etkisinin 6nemli olmadigi (p>0,05) tespit edilmistir.
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Filtre edilmemis orijinal numunelerde de hidroliz siirelerinin %ACE inhibisyonu iizerinde
etkisinin 6nemli olmadig1 (p>0,05), ancak her hidroliz siiresi i¢in (1, 2 ve 3 saat) A
orneklerinin E Orneklerinden onemli derecede (p<0,05) diisiik inhibisyon aktivitesi
sergiledikleri tespit edilmistir.

Filtrasyon faktorii dikkate alinarak yiiriitiilen analizde ise filtre edilen numune
gruplarinin, filtre edilmemis orijinal numunelerden énemli derecede yiiksek (p<0,05) ACE

inhibisyonu aktivitesine sahip olduklar1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.13. Hidrolizatlarin KM bazinda ACE inhibisyonu aktivitesinin yiizde (%),

Captopril esiti ve ICso degerleri

<5 kDa Orijinal <5 kDa Orijinal <5 kDa Orijinal
59,50+0,64" 453442298 2575+0,48 15,24+1,70  0,72+0,02  1,18+0,09
60,79+0,88”°  49,57+1,14%°  26,70+0,65 18,3840,84  0,70+0,01  1,01+0,05
58,55+1,86"°  48,89+1,65%°  25,04+1,38 17,87+1,23  0,76+0,03  1,04+0,07
62,44+0,752 53,82+1,14%  27,93+0,55 21,53+0,85 0,68+0,01  0,8440,05
65,44+0,79”%  54,39+0,59%%  30,15+0,58 21,95+0,43 0,62+0,01  0,82+0,03

62,9140,90"  56,35+1,1282  2828+0,67 23,4140,83 0,63+0,02  0,74+0,05

(A, B) Aym satirdaki farkin 6nemli oldugunu (p<0,05) gosterir
(a, b) Aym siitundaki aym hidroliz siirelerine sahip A ve E arasindaki farkin énemli (p<0,05) oldugunu gosterir
(X, ¥, zZ) Ayni siitundaki aym1 materyal grubunda hidroliz siireleri arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) oldugunu gosterir

Hidrolizatlarin ACE inhibisyonu aktivitelerinin istatistiksel olarak analizinde 6zetle
asagidaki konularda 4 6nemli sonug elde edilmistir:
a) ACE inhibisyon aktivitesi ile hidrolizat konsantrasyonu arasinda dogrusal iligki
bulunmaktadir.
b) Tim A ve E gruplarinda, diigsiik molekiil agirhigma sahip (<5 kDa) hidrolizat
ornekleri, filtre edilmemis hidrolizatlardan yiiksek ACE inhibisyon aktivitesine
sahiptir. Bir bagka deyisle, peptitlerin boyutu kiigiildiigiinde ACE inhibisyon

aktivitesi artmistir.
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c) Bir istisna disinda (Al ve El; <5 kDa) tiim filtre edilmis ve edilmemis gruplar
icinde; A grubu hidrolizatlar, E grubu hidrolizatlardan daha diisilk ACE inhibisyon
aktivitesi gostermislerdir.

d) Ayrica filtrasyon durumundan bagimsiz olarak, A ve E hidrolizat gruplarinimn kendi
icinde, hidroliz siirelerinin ACE inhibisyon aktivitesine etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir.

Yukaridaki tespitlerden ozellikle filtrasyon etkisi, Sekil 4.21°de 1Cso degerleri ile

cizilen grafikte de net olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.21. Hidrolizatlarm ACE inhibisyon aktivitesi ICso konsantrasyonlar1 (mg/ml)

Bu ¢aligmada en yiiksek ACE inhibisyon aktivitesini, ultrafiltrasyondan ge¢irilmis E1,
E2 ve E3 hidrolizatlar1 gostermis; ICso degerleri sirasiyla 0,68, 0,62 ve 0,63 mg/ml olarak
tespit edilmistir. Bu degerler Byun ve Kim (2001) tarafindan ultrafiltrasyondan gegirdikleri
<1 kDa peptit igerigine sahip morina jelatin hidrolizatlarinin ICso degerine (0,63 mg/ml)
yakm bulunmustur. Ayni ¢aligmada, bu ¢alisma sonuglari ile Ortiisiir sekilde, daha biiytik
boyutlu peptit icerigine sahip hidrolizatlarim ACE inhibisyon aktivitesi daha diisiik
bulunmustur. Ahn ve arkadaslar1 (2012), somon balig1 isleme atiklar1 hidrolizatlar1 ile
yaptiklari caligmada, en yiiksek ACE inhibisyon aktivitesini, Alcalase enzimi kullandiklar
hidrolizatlarda 1 mg/ml konsantrasyon i¢in %56 olarak bulmuslardir. Bu ¢aligmada filtre
edilmemis hamsi eti hidrolizatlarinin bu seviyede oldugu, atik hidrolizatlarinin ise ortalama

%47,9 ile bu seviyenin altinda kaldig1 belirlenmistir. Filtre edilmis (<5 kDa) A grubu
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hidrolizatlar ortalama %59,6 degeriyle, E grubu hidrolizatlar ise ortalama %63,6 degeriyle
daha yiiksek aktivite gdstermislerdir. Calismamizda hidroliz siirelerinin ACE inhibisyon
aktivitesine etkisi tespit edilememistir. Theodore ve Kristinsson (2007), kanal yaymn balig1
protein izolatlarindan protamex enzimi ile hazirladiklar1 %35 hidroliz derecesindeki
hidrolizatin, %15 ve %30 HD’ne sahip hidrolizatlarin ACE inhibisyon aktivitesinden daha
yiiksek aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Aragtirmacilar bu ti¢ hidroliz derecesindeki
orneklerden ¢oziiniir fraksiyonlar1 izole edip test ettiklerinde ise bu defa %30 HD ¢oziiniir
fraksiyonunun en yiiksek aktiviteyi gosterdigini tespit etmisler ve bu tespitleri ilgi ¢ekici
olarak nitelendirmislerdir. Bu c¢alismada hamsi et ve atik hidrolizatlar1 tiim hidroliz
derecelerinde ortalama %96,5 diizeyinde ¢6ziiniirliik gosterdiklerinden, ¢oziinebilir protein
fraksiyonu agisindan ACE inhibisyonu etkisini degerlendirme durumu olmamustir. Roslan
ve arkadaglar1 (2014), 1-26 kDa araliginda molekiil agirligma sahip Nil tilapya balig1 isleme
atiklar1 hidrolizatlarinin gosterdigi %88,3 gibi yiiksek ACE inhibisyonu aktivitesini kii¢iik
boyutlu peptitlere ve hidrofobik aminoasitlerin yogunluguna baglamislardir. Pihlanto-
Leppala (2001)’ya gore ACE inhibisyon aktivitesi ile aminoasit dizilimi arasinda yiiksek
iliski bulunmaktadir. Ozellikle triptofan, tirozin, fenilalanin, prolin aminoasitlerinden olusan
ve C-terminalinde hidrofobik aminoasit bulunan tripeptitlerin, ACE’nin aktif bolgesindeki
iic alt katalitik bolge ile etkilesime girdiklerinden giiclii inhibisyon etkisi gosterdikleri
bildirilmistir. Hidrofobisite swralamasinda gii¢lii  hidrofobik aminoasitler olarak
nitelendirilen Leu, lle, Phe, Trp, Val, Met amino asitlerinin, ¢alismamizda elde edilen atik
hidrolizatlarinda toplam aminoasitlerin ortalama %26’sin1, et hidrolizatlarinda ise %25’ini
olusturmasi elde edilen ACE inhibisyon aktivitesine katkilarimin énemli diizeyde oldugunu
disiindiirmektedir. Meisel (1997) ise C terminalinde Pro, Lys veya Arg kalintilarindan
birinin bulunmasi halinde ACE inhibisyon aktivitesinin gii¢lendigini rapor etmistir. Ahn ve
arkadaslar1 (2012), somon isleme atiklar1 hidrolizatlarini, ACE inhibisyon aktivitesini
arttirmak amaciyla saflastirma islemine tabi tutmuslar, kapsaml bir saflastirma prosediirii
ile en aktif peptidi izole etmiglerdir. ICso degeri 6,79 pg/ml ile giiglii bir aktivite gosteren
peptit, Phe-Asn-Val-Pro-Leu-Tyr-Glu olarak tanimlanmistir. Saflastirilarak tanimlanmasi
yapilan diger aktif iki peptitle birlikte ii¢ peptit dizisinde Val ve Pro kalmtilarinin bulundugu

gorilmiistiir.

4.4.2. Hidrolizatlarin Antioksidan Aktivitesi
Hidrolizatlarin antioksidan aktivitesi kapsaminda DPPH radikali temizleme aktivitesi

ile Fe*? selatlama aktivitesi test edilmistir.
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DPPH radikali temizleme aktivitesi sonuglari, %DPPH temizleme aktivitesi ve Trolox
esdegeri olarak iki sekilde hesaplanmistir. Trolox (E vitamininin suda ¢oziinebilir analogu),
giiclii antioksidan 6zellik gosterdiginden, trolox esdegeri olarak ifade edilen degerin yiiksek
olmast  antioksidan  aktivitenin = yiiksek  oldugunu  gostermektedir.  Farkh
konsantrasyonlardaki Trolox’un %DPPH temizleme aktivitesi grafigi Sekil 4.22°de;
hidrolizatlarin DPPH temizleme aktivitesi yiizde ve trolox esiti seklinde Cizelge 4.14’de

sunulmustur.
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Sekil 4.22. Trolox maddesinin konsantrasyona bagli %DPPH temizleme aktivitesi

Hidrolizatlarin stabil %DPPH serbest radikali temizleme aktivitesi; hidrolizat tipi,
hidroliz siiresi ve filtrasyon etkisi bakimindan istatistiksel olarak incelenmistir. Bu
kapsamda filtre edilmis ve edilmemis gruplarin kendi i¢inde ve ikisi birlikte varyans
analizleri gerceklestirilmistir. Ultrafiltrasyona tabi tutulan “<5 kDa” grubunda, Al ve A2
orneklerinin aralarinda dnemli bir fark olmaksizin (p>0,05) A3 6rneginden; ayn1 sekilde E1
ve E2 oOrneklerinin de E3 Orneklerinden yiiksek aktivite gosterdikleri (p<0,05) tespit
edilmistir. Ayrica tim hidroliz siirelerinde (1, 2 ve 3 saat), A Orneklerinin tim E
orneklerinden yiiksek aktivite (p<0,05) gosterdigi goriilmiistiir. Filtre edilmemis orijinal
hidrolizat 6rneklerinden A grubunda hidroliz siiresi artis1 ile ters orantida DPPH temizleme
aktivitesinde Oonemli seviyede (p<0,05) azalma kaydedilmistir. E grubunda ise 1 saatlik
hidrolizle elde edilen 6rneklerin 2 ve 3 saatlik 6rneklerden 6nemli derecede (p<0,05) yiiksek

aktivite gosterdigi, 2 ve 3 saatlik hidroliz iiriinleri arasinda DPPH temizleme aktivitesi
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bakimindan fark olmadigi (p>0,05) tespit edilmistir. Ayrica tiim hidroliz seviyelerinde A
grubu hidrolizatlarin E grubuna gore énemli derecede yiiksek (p<0,05) aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Ultrafiltrasyon isleminin, DPPH temizleme aktivitesine etkisi 6nemli
(p<0,05) bulunmus; tiim numune tiplerinde (A1, A2, A3, E1, E2, E3), “<5 kDa” 6rneklerin
filtre edilmemis orneklerden yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Kuru madde
bazinda 1mg/ml konsantrasyondaki hidrolizatlara ait %DPPH temizleme aktivitesi Sekil

4.23’de grafik seklinde sunulmustur.

Cizelge 4.14. Hidrolizatlarimn KM bazinda yiizde (%) ve trolox esiti olarak DPPH temizleme
aktiviteleri

<5 kDa Orijinal <5 kDa Orijinal
_ 212940,05°%  14,1840,13%%  257.4320.52 164,54+1 36
_ 20,95£0,05"  13.65:0,03%%  256,19+0.53 158,50-£0,34
_ 10,08£0,22%  12,74+0,01%%  242.61+2.33 148,0240,11
_ 16,61£0.214%  11,5120,138  210,32+2.21 136,08+1,40
_ 16,58£0,084%  10,5540,07%Y  205.77+0,84 124,38+0,75
_ 15.7740,09%  10,65£0,108Y  195.3140,90 125,3621,04

(A, B) Aym satirdaki farkin 6nemli oldugunu (p<0,05) gosterir
(a, b) Aym siitundaki ayni hidroliz siirelerine sahip A ve E arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) oldugunu gésterir
(X, ¥, z) Aym siitundaki aym materyal grubunda hidroliz siireleri arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) oldugunu gosterir

Calisma materyali hamsi eti ve igleme atiklar1 hidrolizatlarinda, biyoaktif 6zelliklerden
ACE inhibisyon aktivitesi ile DPPH radikali temizleme aktivitesi karsilastirildiginda bazi
farkliliklar gbéze ¢arpmaktadir. Genel itibariyle et hidrolizatlar1 ACE inhibisyonu
bakimindan atik hidrolizatlarindan yiiksek aktivite gosterirken; DPPH radikali temizleme
aktivitesi agisindan atik hidrolizatlari, et hidrolizatlarina gore net bir iistiinliik sergilemistir.
Ultrafiltrasyon islemi, hidrolizatlarm ACE inhibisyonu ve DPPH temizleme aktivitelerinde
onemli derecede iyilesmeye sebep olmustur. Ancak orijinal numuneye gore filtre edilen
numunelerde gozlenen bu artis; ACE inhibisyon aktivitesinde %11,6 ila %31,2 araliginda
iken, DPPH radikali temizleme aktivitesinde ¢ok daha yiiksek oranda %43,4 ila %58,1
arasinda gerceklesmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda et hidrolizatlariin yiiksek ACE
inhibisyon aktivitesinin, temel olarak miyofibriller

icerdigi proteinlerden; atik

hidrolizatlarinin yiiksek DPPH temizleme aktivitesinin ise yogun olarak icerdikleri diisiik
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molekiil agirlikli (Sen, 2005) sarkoplazmik proteinlerden (enzimler, hemoglobin vb.)

kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.23. Hidrolizatlarin %DPPH temizleme aktivitesi (1mg hidrolizat/ml, KM bazinda)

Hsu (2010) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, orkinos koyu renkli etinden iiretilen
hidrolizatlarda tespit edilen en yiiksek DPPH temizleme aktivitesi degeri, %13,66, hamsi
atik hidrolizatlar1 ortalamasi1 ile birebir Ortiismektedir. DPPH temizleme aktivitesi
bakimindan gozlenen bu benzerlik, koyu renkli etten iiretilen hidrolizatlarin yap1
bakimindan hamsi atik hidrolizatlar1 ile benzerlik gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Je ve
arkadaslar1 (2007)’nin yiirtttiikleri ¢alismada; 6 farkli enzimle orkinos omurgasindan elde
ettikleri atik iirtinii hidrolizatlarmm antioksidan aktivitesini arastirmislardir. Bu kapsamda
DPPH, hidroksil ve siiperoksit serbest radikallerini temizleme aktiviteleri iginde
hidrolizatlarin en yiiksek hidroksil radikali temizleme aktivitesi %65,23 - %83,25 gosterdigi,
Alcalase hidrolizatlarinin %4,82 ile diisiik seviyede DPPH radikali temizleme aktivitesi
sergiledikleri rapor edilmistir. Bu ¢aligmada ise orijinal hamsi eti hidrolizatlarinda ortalama
%10,90, atik hidrolizatlarinda ise ortalama %13,52 gibi anilan ¢aligmadakinden yaklasik 3
kat daha yiiksek DPPH temizleme aktivitesi bulunmustur. Bu farkliligin, substratin yapisal
ozellikleri ve hidroliz sartlarindaki farkliliklardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu
calismada E/S orant %0,5 ve en uzun hidroliz siiresi 3 saat olarak uygulanmistir. Anilan
calismada ise E/S orami iki kat fazla (%]1,0) iken hidroliz, sekiz saat siirdiiriilmiistiir. Bu

durumda proteolitik parcalanmanin ileri diizeyde ger¢eklesmesine bagl olarak boyut olarak
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kiigiilen veya serbest aminoasit formuna gecen protein molekiillerinin daha diisik DPPH
temizleme aktivitesi sergiledigi diisiiniilmektedir. Bu calismada ozellikle hamsi eti
hidrolizatlarinda, hidroliz siiresindeki artisin bu aktiviteyi negatif yonde etkilemesi, bu
diisiinceyi desteklemektedir. Benzer sekilde Klompong ve arkadaslari (2007), Alcalase
hidrolizatlarinda hidroliz derecesi arttikca DPPH temizleme aktivitesinin 6nemli seviyede
(p<0,05) azaldigmi kaydetmislerdir. Sardalya balig1 bas ve i¢ organlarindan hidrolizat
iiretilen baska bir ¢alismada (Souissi ve ark., 2007) ise %10,16 olan en yiiksek hidroliz
derecesinde %41 DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi elde edilmis, SDS-PAGE ile bu
hidrolizatin protein iceriginin yogun bir sekilde 14,2 kDa hattinin altina yigildig1 tespit
edilmistir. Hamsi ile yapilan bu ¢alismada, benzer sekilde protein icerigi 15 kDa’dan kiigiik
olan et hidrolizatlary, protein icerigi diisiik daha kiiciik boyutlu (<6,5 kDa) olan atik
hidrolizatlarina gore diisik DPPH aktivitesi gosterdiklerinden; iki calisma arasinda
hidrolizatlarin molekiil agirhik dagilimi ile antioksidan aktivitesi arasmda iligki
kurulamamistir. Balik protein hidrolizatlarinin DPPH temizleme aktivitesi arastirmalarinda;
Elavarasan ve arkadaslar1 (2013), Alcalase ile hint sazan1 (Catla catla) hidrolizatlarinda
%32, Jeevitha ve arkadaslar1 (2014) sardalya baligi (Sardinella longiceps) tripsin
hidrolizatinda en yiiksek %14,03, Bougatef ve arkadaslar1 (2010) ise sardalya baligi
(Sardinella aurita) isleme atiklarinda en yiiksek degeri ham enzim uygulamasi ile %26,88
olarak tespit etmislerdir. Bu sonuglar kullanilan substrat ve enzimatik reaksiyon sartlarina
gore DPPH temizleme aktivitesinde farkliliklar olabilecegini agik¢a gostermektedir. Ayrica
Shamloo ve arkadaslar1 (2012)’nin tilapya balig1 ile yaptiklari calismada 3 farkli enzim ve 6
farkli hidroliz siiresinde en yliksek DPPH temizleme aktivitesini Alcalase enzimi ile elde
etmigler; yarim saatte 46,23 mg/ml olan ICsp degeri, 4 saatlik hidroliz siiresinde 4,45’¢
ulasmustir. Hidroliz siiresi uzatildik¢a aktivitenin artmasi, bu calismadaki hamsi
hidrolizatlar1 verileri ve Klompong ve arkadaslar1 (2007) tarafindan elde edilen sonuglarla
celismektedir. Bu da gostermektedir ki, her substrat ve enzim kombinasyonunda hidroliz
stireleri bu aktivite lizerinde farkli sonuglar dogurabilmektedir. Mendis ve arkadaglar1 (2005)
tarafindan antioksidan aktivite agisindan peptitlerin hidrofobisitesinin 6nemli oldugu, bunun
yaninda hidrofobik aminoasitin terminalde yer alip almamasinin da (pozisyonu) biiyiik 6nem
arz ettigi, ayrica N-terminalde histidin aminoasidinin yer almasmin antioksidan aktivitesinin
artmasina biiyiik katki yaptigi bildirilmistir. Bununla birlikte Gly, Leu, Phe ve Pro
aminoasitlerinin peptitlerde yer almasinin, antioksidan aktivite agisindan pozitif etki
olusturdugu rapor edilmistir. Bu agidan degerlendirildiginde; tirettigimiz her iki hidrolizat

grubunda (A ve E) bu dort aminoasidin serbest formda olanlar ¢ikarildiktan sonra (bir peptit
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dizisinde yer alanlarin) toplam aminoasitlerin yaklagsik %20’sine denk geldigi ve bu haliyle

analiz edilmeyen antioksidan 6zellikler i¢in de potansiyel olusturdugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.24. EDTA’nin konsantrasyona bagl % Fe*? selatlama aktivitesi

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ¢ogu, mitokondrial elektron tasima ve diger
metabolik reaksiyonlar esnasinda yan iiriin olarak olusmaktadir. Ayrica ROS, metal katalizli
oksidasyon reaksiyonlarin zorunlu ara {iriinii olarak da meydana gelmektedir. Bir gecis metal
iyonu olan Fe*? elektron vererek veya alarak serbest radikal olusumunu devam ettirme
yetenegine sahiptir. Bu nedenle bir metal iyonu yakalayici ajanla (selatlama ajani) demir
iyonlarinin tutulmasi, dogrudan ROS olusumunu azaltabilmektedir (Sudan ve ark., 2014).
Calismamizda hidrolizatlarin antioksidan aktivitesinin bir baska acidan test edilmesi
amaciyla Fe' selatlama aktivitesi analizleri gerceklestirilmistir. Fe™? selatlama aktivitesi
analizi sonuglari, ICso ve EDTA (etilendiamin tetraasetikasit) esiti olarak hesaplanmustir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan EDTA nin 5 farkli konsantrasyonda gosterdigi % Fe*?
selatlama aktivitesi degerleri grafik olarak Sekil 4.24’de sunulmustur. Hidrolizatlarmn Fe*?

selatlama aktivitesine ait verileri ise Cizelge 4.15’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.15. Hidrolizatlarm KM bazinda ICso ve EDTA esiti olarak Fe™ selatlama

aktiviteleri

<5 kDa Orijinal <5 kDa Orijinal
_ 221,96£1,58%%  151,34£0,06%7  0,94£0,02  1,7120,01
_ 242.70+1,77%%  238.70+0,518%  0,64£0,03  0,72+0,01
_ 232,35£1,548%  244,04+0,86°%  0,81£0,02  0,62+0,01
_ 209,88+1,3427  167.71£1,17%%  1,12£0,02  1,58+0,01
_ 2254041407 20827+1,18%Y  0,91£0,02  1,12+0,06
_ 217,3042,188% 2395041104  1,03+0,03  0,700,02

(A, B) Aym satirdaki farkin 6nemli oldugunu (p<0,05) gosterir
(a, b) Aym siitundaki ayni hidroliz siirelerine sahip A ve E arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) oldugunu gésterir
(X, ¥, z) Aym siitundaki ayn1 materyal grubunda hidroliz siireleri arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) oldugunu gosterir

Hidrolizatlarmm demir selatlama aktivitesinin istatistiksel analizinde 1 mg/ml (KM
bazinda) hidrolizata karsilik gelen uM EDTA konsantrasyonu degerleri kullanilmigtir. “<5
kDa” 6rnek grubu kendi i¢inde degerlendirildiginde; hem A, hem de E grubu 6rneklerde
farkli hidroliz siirelerine (1-2, 1-3, 2-3) ait Ornekler arasindaki fark onemli (p<0,05)
bulunmustur. Ayrica her hidroliz siiresinde (1, 2, 3 saat) A ve E grubu &rneklerin Fe*?
selatlama aktivite degerleri arasindaki farkin 6nemli oldugu (p<0,05), aym1 hidroliz
derecesindeki A Orneklerinin, E 6rneklerinden daha yiiksek (p<0,05) aktivite gosterdikleri
goriilmiistiir. Filtre edilmemis orijinal 6rneklerde de ayni sekilde her 6rnek grubu (A ve E)
ve her hidroliz siiresinin Fe*? selatlama aktivitesi {izerinde énemli (p<0,05) derecede etki
yarattig1 tespit edilmistir. Ayni hidroliz siiresi ve ayni numune cinsine (A ve E) sahip
orneklerin filtre edilmis ve edilmemis Orneklerinin tiimiinde fark onemli (p<0,05)
bulunmustur. Tiim faktorler dahil edilerek yiiriitiilen istatistiksel degerlendirmede en yiiksek
Fe*? selatlama aktivitesini, aralarinda 6nemli fark olmaksizin (p>0,05), filtre edilmis A2
hidrolizat1 ile orijinal A3 hidrolizatinin gdsterdigi tespit edilmistir.

Istatistiksel analiz sonuglarmi dzetlersek;

a) Filtre edilmis grup (<5 kDa) iginde atik hidrolizatlari, et hidrolizatlarindan yiiksek

Fe*? selatlama aktivitesi gdstermislerdir. Filtre edilmemis hidrolizatlarda ise 1
saatlik hidroliz ornekleri hari¢, atik hidrolizatlar1 et hidrolizatlarindan yiiksek
aktivite sergilemislerdir.

b) Filtre edilmis drneklerde A ve E grubunda en yiiksek aktivite 2 saatlik hidrolizde

(A2, E2), en diisiik aktivite 1 saatlik hidrolizde (A1, E1) tespit edilmistir. Filtre
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edilmemis drneklerde ise A ve E grubunda hidroliz siiresi arttik¢a, Fe*? selatlama
aktivitesi artmistir.

Yapilan bu tespitler dogrultusunda, antioksidan 6zelligini gésteren DPPH temizleme
aktivitesi ile Fe™ selatlama aktivitesi bulgular1 karsilastirilarak Cizelge 4.16’da
sunulmustur. Cizelge 4.16’da Ozetlenen sonuglar, arzu edilen antioksidan aktivite
mekanizmasima uygun tasarm icin bir kilavuz olusturmaktadir. Ornegin DPPH temizleme
aktivitesinin yiiksek olmasi arzulaniyor ise verilen hidroliz sartlarinda atiklarin 1 saat
hidroliz edilerek ultrafiltrasyondan gegirilmesi, amaglanan yiiksek Fe*? selatlama aktivitesi
ise atiklarm 3 saat hidroliz edilerek ultrafiltrasyondan gecirilmeden kullanilmas: ya da 2

saatlik atik hidrolizatina ultrafiltrasyon uygulanmasi uygun olacaktir.

Cizelge 4.16. Hidrolizatlarm DPPH temizleme ve Fe™ selatlama aktivitelerinin

karsilastirilmasi

Atik hidrolizatlarinda  Genel azalis (orijinal <5 kDa hidrolizatlarda
yiiksek E2-E3 disinda) yiiksek (pozitif etki)

Hidroliz siiresi ile iliskili. En

Genel olarak atik Orijinal . .
Sy A yiiksek aktivite, filtre
hidrolizatlarinda hidrolizatlarda artis, . . .
. v edilmemis A3 ve filtre
yiiksek (orijinal A1 ve <5 kDa orneklerde edilmis A2 hidrolizatlarmna
El disinda) ise 1<2>3 seklinde 3

ait

Thiansilakul ve arkadaglar1 (2007b), yagi uzaklastirilmis japon istavrit baligi
(Decapterus maruadsi) etinin Flavourzyme hidrolizatlarinda benzer sekilde DPPH
temizleme ve Fe*? selatlama aktivitesini arastirmuslar; sirastyla % 59,9 ve %58,2 degerlerini
elde etmiglerdir. Literatiirde sik karsilasilan bir problem olarak, verilerin hangi 6rnek
konsantrasyonlarma ait oldugu verilmediginden, hamsi hidrolizatlar1 verileri ile
kiyaslanamamistir. Ancak anilan ¢alismada her iki 6zellik i¢in birbirine yakin degerler elde
edildigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada en yiiksek Fe*? selatlama aktivitesi orijinal drneklerde
%359,1 (A3), filtre edilen 6rneklerde ise %58,5 (A2) olarak; DPPH temizleme aktivitesi ise
orijinal 6rneklerde en yiiksek %14,2 (A1), filtre edilmis 6rneklerde %21,3 (A1) olarak tespit
edilmistir. Bu haliyle DPPH temizleme aktivitesi, selatlama aktivitesine gore oransal olarak

onemli seviyede diisiiktiir. Bu farkliligin, caligmada kullanilan substrat (hamsi et ve atik

96



proteinleri) ve reaksiyon sartlari ile sekillenen peptitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinden
kaynaklandigi1 diistiniilmektedir. Cilinkii substratin birincil aminoasit dizilimi ve enzimin
peptit baglarin1 koparma yeri, olusan daha kiiciik peptitleri belirlemektedir. Ornegin Arg-
Ser-Leu ile Leu-Ser-Arg tripeptitleri, aminoasit icerigi ayni olmakla birlikte dizilimden
kaynaklanan farkli fonksiyonel ve biyoaktif 6zellikler gosterebilmektedir (Li-Chan, 2004;
Ryan ve ark., 2011; Wilson ve ark., 2011).

Klompong ve arkadaslar1 (2007) yag1 uzaklastirilmis Selaroides leptolepis baliginin
Alcalase ve Flavourzyme enzim hidrolizatlarinda, hidrolizat derecesi artigiyla birlikte metal
selatlama aktivitesinin arttigini1 bildirmislerdir. Arastirmacilar tarafindan; gidalarda Fe, Cu,
Co gibi gecis metalleri bulunmasinin hem otooksidasyon, hem de hidroperoksitin ugucu
bilesiklere yikim oranimi etkiledigini, gecis metallerinin bir elektron vericisi olarak hizli bir
sekilde peroksitlerle reaksiyona girerek alkoksil radikallerin olusumuna neden oldugunu
vurgulamiglardir. Dong ve arkadaslar1 (2008), benzer sekilde Alcalase ve Flavourzyme
kullanarak elde ettikleri glimiis sazan1 hidrolizatlarinda; hidroliz siiresi ile metal selatlama
aktivitesinin arttigini, Alcalase hidrolizatlarmin daha yiliksek aktivite sergilediklerini
bildirmislerdir. Arastirmacilar tarafindan hidrolizin peptit baglarini ayirarak asidik ve bazik
aminoasitlerle karboksilik ve amino gruplarin konsantrasyonunda artisa sebep oldugunu, bu
olusumlarin pro-oksidan serbest metal iyonlarmi baglayarak hidroksil radikal sistemden
¢ikarttiklarini rapor etmislerdir. Arastirmacilarin elde ettikleri en yiiksek selatlama aktivitesi
degeri (%18,6); bu galismada filtre edilmemis hamsi et ve atik hidrolizatlar1 ortalamasi olan
%42,3’den ve tiim filtre edilmis numunelerin ortalamasi olan %50,2’den 6nemli derecede

diistik bulunmustur.

4.5. Yiiriitiilen Anket Calismasina Ait Bulgular

Calisma kapsaminda; yas, cinsiyet, egitim ve meslek gruplar1 gibi faktorlerin homojen
olarak dagildigi 250 denek iizerinde anket caligmasi yiiriitiilmiistiir. Bes sorudan olusan
sorularla katilimecilarin, balik isleme atiklarindan elde edilen iiriinleri tiiketme egilimleri
belirlenmeye calisilmistir. Evet/hayir yanit sekli ile bu konudaki yaklagimlarin net olarak
alinmas1 amaclanmustir. Ik soruda diger faktdrler disarida tutularak tiiketicilerin balik
isleme atiklarindan iretilen tirlinlere nasil yaklastiklar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Sonraki
sorularla; bu {irlinlerin saglik acisindan yararli olmalari durumunda, giivenilir gida
kapsaminda olmalar1 durumunda ve yetkili kuruslarlar tarafindan onaylanmasi durumunda
nasil bir tutum sergiledikleri incelenmistir. Besinci soru ise ilk 4 sorudan birine evet diyen,

yani herhangi bir sebeple bu iirtinleri tiiketebilir durumdaki kisilere yoneltilmistir. Bu soruya
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alinan yanitlar ¢ercevesinde; lirline 6zgli duyusal 6zelliklerin, tiiketicilerin tercihlerini ne
diizeyde etkiledigi belirlenmeye ¢alisilmistir. Anket kapsaminda sorulan sorular ve

yanitlarin dagilimi Cizelge 4.17°de sunulmustur.

Cizelge 4.17. Balik isleme atiklarindan elde edilen {iriinlere tiiketicilerin yaklagimi

Evet
Evet Toplam yamfnin
toplam
Soru yamti | Yamtsiz yamt
sayisl sayisi yamtlar
icinde oram
(%0)
Balik igleme atiklarindan (bas, i¢ organlar,
kirpint1 et, omurga, deri vb.) elde edilen
tiriinleri gida veya gida katki maddesi olarak 24 2 248 97
tiketir misiniz?
Saglik acisindan yararli oldugu bilimsel
caligmalarla kanitlandiginda, balik isleme
135 - 250 54,0

atiklarindan elde edilen iriinleri gida veya
gida katki maddesi olarak tiiketir misiniz?

Giivenilir gida kapsaminda oldugu bilimsel
caligmalarla kanitlandiginda, balik isleme
atiklarindan elde edilen iriinleri gida veya 132 1 249 53,0
gida katki maddesi olarak tiiketir misiniz?

Yetkili resmi kuruluslardan onay aldiginda,
balik isleme atiklarindan elde edilen tiriinleri

gida veya gida katki maddesi olarak tiiketir 135 1 249 54,2
misiniz?

Balik isleme atiklarindan elde edilen iiriinleri

tilketiminizde, renk, tat, koku, kivam gibi 152 i 177 859

duyusal oOzellikler sizin bu kararinizi
degistirmenizde etkili olur mu?

Anket kapsaminda alman yanitlar degerlendirildiginde, tiiketicilerin balik isleme
atiklarindan elde edilen fiiriinleri tiiketme konusunda c¢ok da istekli olmadiklar:
goriilmektedir. Isleme atiklarmdan iiretilen iiriinleri tiikketmem diyenlerin orani %90,3 olarak
belirlenmistir. Burada tiiketicileri etkileyen iki temel konu vardir. Bunlardan ilki “atik™
olarak ifade edilen birseyi tilketme diisiincesi, ikincisi ise hakkinda goriis belirtecegi iirlinii
cevresinde gormemesi yani yabanct olmasidir. Bu nedenle ilkinde salt olarak
“tiiketir misiniz” sorusuna hayir tilketmem diyen katilimcilar, sonraki sorularla iiriin
ozellikleri konusunda bilgi diizeyi arttik¢a evet yanitlar1 vermeye baslamislardir. Ornegin
{iriiniin “saghikl’” oldugu kamtlandiginda tiiketilebilirlik oran1 %54,0 olmustur. Uriiniin

“glivenilir” yani tiikettiginde kendisine zarar vermeyecegini bildiginde ise benzer sekilde
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%153,0 oraninda tiiketilebilecegi ifade edilmistir. Bu iki yanita benzer sekilde iiriiniin yetkili
makamlar tarafindan “onaylanmasr” durumunda da %54,2 oraninda tiiketilebilecegi seklinde
yanitlanmustir. Burada dikkat ¢ekici bir baska bilgi ortaya ¢ikmustir. ilk soruya tiikketmem
diyen 224 katilimcidan 144°{ yani %64,3’1i saglikli, glivenilir ve onayli olma 6zelliklerinden
en az birinden etkilenerek fikirlerini degistirmisler ve bu {iirlinleri tiikketebileceklerini beyan
etmislerdir. Son soru ise bu {riinleri tiikketebilir nitelikteki katilimcilarin lizerinde tiriine ait
duyusal ozelliklerin etkisini ortaya koymustur. Bu friinleri tiikketme istekleri tizerinde
duyusal 6zelliklerin %85,9 gibi biiyiik bir 6neme sahip oldugu katilimcilar tarafindan beyan

edilmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada; hamsi eti ve isleme atiklarinda bulunan proteinlerin enzimatik hidrolizle
geri kazanilmasi, elde edilen hidrolizatlarin takviye edici gida, gida katki maddesi ve
farmokolojik olarak kullanim potansiyelinin arastirilmasi1 amaglanmistir. Bu kapsamda
aragtirma materyali olan hidrolizatlarin besleyici, fonksiyonel ve biyoaktif 6zellikleri
incelenmistir.

Ayrica ¢alisma sonucunda vyiiriitiilen bir anket faaliyeti ile tiiketicilerin su tiriinleri

isleme atiklarindan tiretilen gidalar konusundaki yaklagimlari tespit edilmeye ¢aligiimistir.

5.1. Sonugclar

1) Hamsi isleme atiklarmin, tiim balik kiitlesinin ortalama %32,4’{inii olusturdugu ve
bu kismin %14,5 diizeyinde protein icerdigi tespit edilmistir. Hamsi etinde (fileto) ise protein
icerigi %19,2 olarak belirlenmistir. Yag icerigi acisindan durum tersine donmiis, atik
materyalde yag igerigi %6,6 iken, ette %2,8 olarak tespit edilmistir.

2) Hamsi atik materyalinin kalsiyum seviyesi ete gore yaklasik 10 kat, fosfor seviyesi
3 kat, sodyum seviyesi ise 1,6 kat daha yiiksek tespit edilmistir. Materyallerde yiliksek
seviyede bulunan 6 mineralden sadece potasyum degerinin, et materyalinde atik materyale
gore daha yiiksek (1,4 kat) oldugu tespit edilmistir. Et materyalinde en yiiksek seviyede
bulunan mineral fosfor (2282 mg/kg) iken, atik materyalde kalsiyum (9809 mg/kg) olarak
saptanmuistir.

3) Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’'nde yer alan kursun ve kadmiyum
degerleri, ette ve atik materyalde tespit edilebilir limitin altinda bulunmustur.

4) Protein i¢erigi yiiksek olan et materyalde, toplam amino asit degerleri atik materyale
gore yiiksek bulunmustur. Atik materyalde ise, serbest histidin disinda, serbest amino asit
degerleri ete gore daha yliksek oranda (%225 - %996) tespit edilmistir. Toplam aminoasit
bakimindan atik/et oran1 yaklasik 0,7 iken, serbest aminoasit bakimindan bu deger yaklagik
2 olarak hesaplanmuigtir.

5) Histamin; et materyalinde 16,4 mg/kg, atik materyalinde 15,1 mg/kg olarak tespit
edilmistir. Putresin, kadaverin ve histaminden olusan putreaktif biyojen amin icerigi ise, ette
23,7 mg/kg iken atiklarda 35,1 mg/kg olarak belirlenmistir.

6) SDS-PAGE c¢alismasinda ekstraksiyonda kullanilan 3 farkli ¢ozeltiden en iyi

sonucu fosfat tampon vermistir. Yiriitiilen ¢alismalarda et ekstraktlarinda 10,6-212,8 kDa
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araliginda 15 bant, atik ekstraktlarinda ise ayni molekiiler kiitle araliginda 8 bant tespit
edilmistir.

7) Bu caligmada hamsi eti ve atiklar1 i¢in enzimatik protein hidrolizi prosesi
tanimlanmig, tanimlanan hidroliz sartlar1 ¢ergevesinde kullanilacak enzim miktari; 1 ton
hamsi atig1 i¢in 608 ml, 1 ton hamsi eti i¢in ise 832 ml olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada
elde edilen % atik orani iizerinden yapilan hesaplamayla, 5 ton hamsinin isleme atigini
hidroliz etmek i¢in gereken enzim miktar 1 litre olarak bulunmustur.

8) %10 TCA’da ¢6ziinen protein iizerinden hesaplanan hidroliz derecesinin, hidroliz
stiresi artisina bagh olarak arttigi; et hidrolizatlarinda en yiiksek deger %67,3 iken atik
hidrolizatlarinda %79,9 oldugu tespit edilmistir.

9) Hidrolizatlarin kurumadde (KM) degerleri iizerinde; hidrolizde kullanilan NaOH
cozeltisinin ve hidroliz derecesiyle artis gosteren protein iceriginin etkili oldugu
gorilmiistiir. Tlim hidrolizatlarin ortalama KM degeri %8,1 iken liyofilizasyon sonrasinda
%96,6’ya yiikselmistir. Liyofilize et hidrolizatlarmin KM degeri (%98,0), atik hidrolizatlar1
ortalamasindan (%95,2) 6nemli derecede yiliksek bulunmustur.

10) Hamsi etinden %32 verimle hidrolizat tiretilirken; isleme atiklarindan hidrolizat
tretiminde verim, %28 olarak hesaplanmistir. Hidrolizle; et materyalindeki proteinin
yaklagik %311, atiklardaki proteinin ise yaklasik %39’u geri kazanilmistir.

11) Uretildikleri materyallerdeki protein iceriklerine paralel olarak; et hidrolizatlarmin
protein igerigi, atik hidrolizatlarina gére yiiksek bulunmustur. Kuru madde bazinda protein
icerikleri ette %81,2 iken et hidrolizatlarinda ortalama %385, 1; atik materyalinde %55,6 iken
atik hidrolizatlarinda ortalama %75,9 olarak tespit edilmistir. Hidrolizle etin protein miktar1
%>5 artarken, atiklardaki protein artis1 %36 olmustur.

12) Hidroliz islemi sirasinda kullanllan NaOH c¢o6zeltisi, hidrolizatlarin kil
degerlerinin materyale gore artmasina; hidroliz sonrasinda santrifiij ile kat1 kisimlarin
ayrilmasi ise hidrolizatlarda kiil degerlerinin diismesine neden olmustur. Ette %6,8 olan kiil
degeri et hidrolizatlarinda ortalama %15,3’e yiikselmis; atik materyalinde %19,1 olan kiil
degeri ise atik hidrolizatlarinda daha diisiik seviyede, %14,1 olarak tespit edilmistir.

13) pH stat yontemine gore yiiriitiilen hidroliz iglemini sonrasinda olusturulan zamana
bagli NaOH sarfiyat1 grafiginde, et ve atik hidrolizatlarinin farkli modeller sergiledigi tespit
edilmistir. Buna gore et Orneklerinin hidrolizi ilk 40 dakikada c¢ok hizli bir sekilde
seyrederken, 40-110 dakika arasinda hizda azalma tespit edilmis, bununla beraber hidrolizin
etkin bir sekilde devam ettigi de goriilmistiir. Atik materyalin hidroliz hizi, ete gore diisiik

olmakla beraber ilk 60 dakikada en yiiksek seviyede seyretmis, 60-120 dakika arasinda
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gittikce azalan hizda devam etmis, 120 dakika ile hidrolizin bitirildigi 180 dakika arasinda
dikkate deger bir reaksiyon (pH azalmasi veya NaOH sarfiyati) gdzlenmemistir.

14) Et ve atik materyallerindeki tuz, hidroliz sirasinda ¢oziinerek biiyiikk oranda
hidrolizatlara gegmistir. Tuz igeriginde azalma olmamis, yag ve katilarin hidrolizatlarda yer
almamasi nedeniyle hem et hem de atik hidrolizatlarinda %2,4 oraninda artis gézlenmistir.
Et hidrolizatlarinda ortalama %4,3 seviyesinde, atik hidrolizatlarinda ortalama %4,8
diizeyinde tuz igerigi tespit edilmistir.

15) Hidroliz sirasinda ¢6ziinmeyen ve hidroliz sonrasinda uzaklastirilan kat1 fazda yer
alan kalsiyum, magnezyum, fosfor gibi minerallerde 6nemli kayiplar meydana gelmistir.
Kemik dokunun yogun oldugu atik materyalden elde edilen hidrolizatlarda; kalsiyum 33 kat,
magnezyum 11 kat, fosfor ise 1,8 kat azalig gostermistir. Buna karsin hidroliz sirasinda
sodyum hidroksit kullanildigindan, hidrolizatlarin sodyum seviyesinde artis olmustur.
Hidroliz reaksiyonunun nispeten yiiksek seviyede gergeklestigi et hidrolizatlarinda, sodyum
miktarinin ortalama 8,9 kat, atik hidrolizatlarinda ise 6,3 Kat arttig1 belirlenmistir.

16) Yiiriitiilen hidroliz islemi sonrasindaki toplam aminoasit bilesenlerinin bazilarinda
oransal degisimler meydana  gelmistir. Atik  hidrolizatlarinda, lizin = %63,
Glutamin+Glutamik asit %46 ve AsparajintAspartik asit %45 diizeyinde artmistir. Et
hidrolizatlarinda dikkat ¢ekici artis (%55), Glutamin+Glutamik asit miktarinda gézlenmistir.

17) Et hidrolizatlarinda toplam amino asit igeriginin %48’inin, atik hidrolizatlarinda
ise %46’smin esansiyel amino asitlerden olustugu tespit edilmistir. Hamsi et ve atiklar ile
hidrolizatlar1 arasinda esansiyel amino asit igerigi agisindan degisiklik gozlenmis; et
hidrolizatlarinda %1,3, atik hidrolizatlarinda ise ortalama %73 artis tespit edilmistir. Amino
asitlerin  degerlendirilmesinde kullanilan kimyasal skorun ortalama degeri, et
hidrolizatlarinda %400, atik hidrolizatlarinda ise %384 gibi yiiksek diizeylerde
hesaplanmistir. Hidrolizatlardaki valin, 16sin, izol6sin, lizin ve histidin miktarlarinin, FAO
tarafindan yetigkinler i¢in 6nerilen miktarlardan, 4 ila 6 kat daha yiiksek diizeyde oldugu
tespit edilmistir.

18) Hidroliz prosesinin en onemli etkilerinden biri serbest amino asit miktarlari
iizerinde olmustur. Et ve atik hidrolizatlarindaki serbest amino asitlerin miktari, tiiretildikleri
proteinlerin hidrolize olmasia bagli olarak yaklagik iki kat (%91 oraninda) artmustir.

19) KM bazinda et hidrolizatlarinda histamin degeri 38,9 mg/kg, atik hidrolizatlarinda
ise 64,4 mg/kg olarak tespit edilmis; bu degerlerin yas agirlik i¢in verilen 100 mg/kg limit

degerinin altinda kaldig1 goriilmiistiir. Et hidrolizatlarindaki putresin, kadaverin ve
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histaminin toplam degeri (KM’de 106,0 mg/kg), atik hidrolizatlar1 toplam biyojen amin
degerinden (KM’de 142,7 mg/kg) 6nemli derece diisiik bulunmustur.

20) Enzimatik protein hidrolizi sonucunda et ve atiklarda bulunan proteinlerin biiyiik
boliimii kiigiik boyutlu peptitlere ve serbest amino asitlere pargalanmistir. Bunun sonucu
olarak SDS-PAGE caligmasinda; et hidrolizatlarinda yaklasik 15 kDa seviyesinin, atik
hidrolizatlarinda ise ortalama 6,5 kDa seviyesinin altinda yigilma gézlenmistir.

21) Tiim hidrolizatlarin protein ¢oziinlirliigli ortalamasi %96,5 olarak tespit edilmis,
bu ¢oziiniirliik degerlerinde pH ve hidroliz dereceleri ile ¢coziiniirliik arasinda belirgin iliski
kurulamamustir.

22) Emiilsifikasyon 6zellikleri kapsaminda et hidrolizatlar1 ortalama 45 m?%/g EAI
degeriyle, atik hidrolizatlar1 ise 47 dk. ESI degeriyle iistiin 6zellik sergilemislerdir.
Hidrolizat/yag ¢ozeltilerinde; hidrolizat konsantrasyonundaki artism, belli bir seviyeden
sonra emiilsiyon olusturma ve emiilsiyon stabilitesi iizerine etki etmedigi gorilmistiir.

23) Et hidrolizatlarinin kopiik olusturma ve kopiik stabilitesi 6zelligi bakimindan atik
hidrolizatlarina gore dnemli derecede iistiin 6zellik sergiledigi; genel olarak her iki hidrolizat
grubunda hidrolizat konsantrasyonuna paralel olarak bu 6zelliklerin arttigi goriilmiistiir.

24) Et ve atik hidrolizatlarinin su tutma kapasitesileri arasinda onemli bir farklilik
tespit edilmezken, atik hidrolizatlarmin yag tutma 6zelliginin et hidrolizatlara gore 6nemli
derecede yliksek oldugu belirlenmistir. Yag ve su tutma 6zellikleri tizerine hidroliz siiresinin
etkisinin olmadig tespit edilmistir.

25) Hidrolizatlarin ACE inhibisyon aktivitesinde molekiiler boyutun énemli oldugu,
membran filtreden gegirilen (<5 kDa) hidrolizatlarin, orijinal hidrolizatlara gére onemli
derecede yiiksek aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Hidroliz siirelerinin ayni materyal
grubu hidrolizatlarda ACE inhibisyon aktivitesine etki etmedigi; filtre edilen (<5 kDa)
hidrolizat gruplarinda 1 saatlik hidroliz 6rnekleri diginda, E grubu hidrolizatlarin A grubu
hidrolizatlardan ytliksek ACE inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Filtre edilmis
hidrolizatlarin 1 mg/ml konsantrasyonunda ortalama ACE inhibisyon aktivitesi A grubunda
%59,6, E grubunda ise %63,6 olarak tespit edilmistir.

26) ACE inhibisyon aktivitesi bakimindan iistiinliik sergileyen et hidrolizatlari, DPPH
temizleme aktivitesi degerleri bakimmdan atik hidrolizatlarmm gerisinde kalmiglardir.
DPPH temizleme aktivitesinin 1 saatlik hidrolizde en yiiksek degerde oldugu tespit
edilmigtir. Tlim hidrolizat 6rneklerinde ultrafiltrasyondan gecirilen 6rneklerin (<5 kDa)
ACE inhibisyon aktivitesinde oldugu gibi daha yliksek DPPH temizleme aktivitesi

gosterdigi goriilmistiir. Ancak ultrafiltrasyona baglh aktivite degerlerindeki iyilesmenin
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ACE inhibisyon 0zelliginde gozlenenden ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. En
yiiksek DPPH temizleme aktivitesi, ultrafiltrasyondan gecirilen hidrolizatlarda, 1 mg/ml
hidrolizat konsantrasyonu i¢in A 6rnek grubunda %21,3, E 6rnek grubunda ise %16,6 olarak
hesaplanmigtir.

27) Fe'? selatlama aktivitesi agisindan en yiiksek degerler, atik hidrolizatlarindan
(<5kDa grubunda A2, orijinal A3) elde edilmistir. Atik ve et hidrolizatlarinda 1Csg cinsinden
en yiiksek degerler, filtre edilmemis A3 6rneginde 0,62 mg/ml ve E3 6rneginde 0,70 mg/ml
olarak tespit edilmistir. Filtre edilmemis 6rneklerde hidroliz siiresi arttikca aktivite artarken,
<5 kDa grubunda en yiiksek degerler 2 saatlik hidroliz 6rneklerinden elde edilmistir. Gerek
filtre edilmis, gerekse filtre edilmemis orneklerde en yiiksek degerler karsilastirildiginda;
DPPH temizleme aktivitesinde oldugu gibi, atik hidrolizatlarin et hidrolizatlarindan daha
yiiksek aktivite sergiledigi goriilmiistiir.

28) Arastirma kapsaminda yiiriitiilen anket ¢alismasina gore tiiketicilerin balik isleme
atiklarindan iiretilen Uriinleri tiikketmeye karsi %90 diizeyinde olumsuz tavir sergiledikleri
belirlenmistir. Ancak bu {rlinlerin saglikli/giivenilir/onayli olma durumlarindan en az
birinin olumsuz gorisleri etkiledigi, ilk dnce tiiketmem diyenlerin %64 {iniin bu goriislerini
degistirdikleri goriilmiistiir. Ayrica tiiketme egiliminde olan katilimcilardan %86°s1, iirliniin
duyusal o6zelliklerinin tiiketim ile ilgili yaklasimlari iizerinde biiyiilk 6nem tasidigini

belirtmislerdir.

5.2. Oneriler

1) Balik eti ve atiklarmin enzimatik hidrolizinde Alcalase® enzimi ¢ok kiigiik
miktarlarda dahi etkin bir katalizleme gergeklestirdiginden, fiyat/fayda bakimindan
kullanim1 6nerilmektedir.

2) Hidroliz siirecinin reaksiyon hiz tablosuna ve hidroliz siiresinin incelenen
ozelliklere etki seviyesine bakildiginda, her iki materyal grubu i¢in temel olarak 1 saatlik
hidrolizin yeterli geldigi goriilmiistiir. Ancak Fe*? selatlama aktivitesi gibi belirli bir
biyoaktif 6zellik 6n plana ¢ikarilmak isteniyor ise ilave siireler diisiiniilmelidir.

3) Yapisindaki amino asitlerin yarist esansiyel olan %75 diizeyindeki protein igerigi
ile atik hidrolizatlar; 6zellikle g¢ocuklarin, sporcularin ve tibbi olarak proteince zengin
beslenme ihtiyaci olan kisilerin beslenmesinde takviye edici gida olarak kullanilabilir.

4) Hamsi et ve atik hidrolizatlarinin gida katki maddesi olarak kullaniminda, sahip
olduklar1 baliks1 kokunun etkisizlestirilmesi ig¢in ya su iriinleri iiretiminde kullanilmasi

ya da ilave deodorizasyon islemine tabi tutulmasi nerilmektedir.
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5) Atik hidrolizatlarinda tespit edilen biyoaktif 6zellikler (1 mg/ml igin; %60 ACE
inhibisyon kapasitesi, %21 DPPH temizleme aktivitesi ve %59 Fe*? selatlama aktivitesi), bu
caligmanin en dikkat ¢ekici sonuglarmi olusturmustur. Hamsi isleme atiklarindan endiistriyel
boyutta hidrolizat tiretimini tesvik edecek olan bu biyoaktif 6zelliklerin, en etkin diizeyde
elde edilebilmesi i¢in ileri saflagtirma yontemlerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

6) Hamsi hidrolizatlarinin farmakolojik 6zellikleri yoniinden kullaniminda; igerdikleri
yiiksek diizeydeki sodyum elementine dikkat edilmeli, sodyumun azaltilmasini veya
giderilmesini saglayacak yontemler arastirilmalidir.

7) Balik isleme atiklarinin ikincil iretim i¢in materyal olarak kullaniminda, 6ncelikle
isleme atiklarinin mikrobiyal bozulmasini geciktirecek ya da Onleyecek tedbirler
planlanmalidir. Ayrica isleme atiklarinin miktar agisindan ikincil iiretime yeter diizeyde
olmasi durumunda, dogrudan ikincil {retime yonlendirecek Kkesintisiz —sistemler
tasarlanmalidir. Aksi takdirde atiklar1 biriktirmek i¢in maruz kalinan uzun muhafaza siireleri
ile maliyet artacaktir.

8) Ozellikle hamsi islemeciliginde atiklar uygun sekilde kontrol edilmediginde yiiksek
diizeyde biyojen amin olusumu s6z konusu olacagindan, hammadde ve son iiriin histamin
yoniinden mutlaka kontrol edilmelidir. Ayrica hidrolizatlarin insan gidasi olarak kullanimi
amaclandiginda gida giivenligi kapsamindaki diger kimyasal bulasan analizleri (6rnegin agir
metaller) ile son iirtinde mikrobiyolojik analizlerin yapilmasi gerekmektedir. Balik isleme
atiklarindan {iretilen iriinlere tiiketicilerin tedirgin yaklastiklar1 bilindiginden, insanlarin
kotli deneyimlerle tamamen karsi durmalarma meydan vermemek i¢in bu tiir {iriinlerin
giivenilirligi konusunda hassasiyet gosterilmelidir.

9) Hidrolizat iiretiminde 6nemli bir basamak olan kurutma, iiriin kalitesinin korunmasi
amaciyla cogunlukla liyofilizasyon ile gerceklestirilmekte, bu durum zaman ve maliyet
acisindan sikiti yaratmaktadir. Bu nedenle kurutma isleminde liyofilizasyonla kalite
acisindan rekabet edecek, daha hizli ve diisiik maliyetli yontemlerin arastirilmasi

gerekmektedir.
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