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OZET

BALIK UNUNDAN PROTEIN HIDROLIZATI ELDESI, BITYOAKTIF ve
FONKSIYONEL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Bu tez ¢aligmasinda, balik isleme endiistrisinin yan {riinii olan balik unundan
protein hidrolizatlarinin elde edilerek fonksiyonel (emiilsifikasyon aktivite ve kapasitesi,
koptlik olusturma kapasitesi ve stabilitesi, yag baglama kapasitesi ve su tutma kapasitesi)
ve biyoaktivite (antioksidan kapasite, ACE inhibisyon, a-amilaz inhibisyon ve pankreatik
lipaz inhibisyon) ozelliklerinin belirlenmesi ve hidrolize proteinin biyoaktif ve
fonksiyonel 6zelliklerinin optimizasyonu amaglanmistir. Protein hidrolizati elde etmek
icin tepki ylizey yontemi kullanilarak 13 deneme kurulmustur. Deneme planindaki
bagimsiz degiskenler E/S orani (%1-3) ve hidroliz siiresi (60-180 dk) olarak seg¢ilmistir.
Hidrolizatlarin hidroliz derecesi, ¢oziinlir protein miktari, protein miktar1 sirasiyla
%11.7+0.2-16.8+0.5,  %24.7+£1.6-28.5+0.6,  %80.5+0,40-86.7+0.6  araliklarinda
bulunmustur. E/S orani ve hidroliz siiresi arttikga bu 6zellikler de artmis ve bu artiglar
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Hidrolizatlarin biyoaktif 6zelliklerinden
ACE, a-amilaz ve pankreatik lipaz inhibisyon degerleri sirasiyla %23.7+1.2-66.7+1.2,
%23.5+£1.6-36.3+0.4, %13.2+0.67-26.6+0.94 araliklarinda bulunmustur. Incelenen
antioksidan ozelliklerinden DPPH radikali temizleme aktivite ve FRAP kapasite degerleri
sirastyla 22.4+0.78-72.8+0.3 ve 0.32+0.01-1.06+£0.06 uM TE/mg hidrolizat olarak
belirlenmistir. E/S oran1 ve hidroliz siiresinin artmasiyla biyoaktif 6zellikler de artmis ve
bu artislar istastiksel olarak dnemli bulunmustur. Hidrolizatlarin fonksiyonel 6zellikleri
incelendiginde EAI, ESI, kopiik olusturma kapasite ve stabilite degerleri, yag baglama ve
su tutma kapasiteleri sirasi ile 18.2+0.7-37.9+0.71 m?/g, 31+1.0-93+1.0 dk, %36.0+3.3-
104.7+4.1, %19.3+2.5-73.4+2.5, 4.16+0.06-4.79+0.16 g yag/ g hidrolizat ve 2.17+0.01-
2,68+0,07 g su/g hidrolizat araliklarinda bulunmustur. E/S oranm1 ve hidroliz siiresinin
artmasiyla fonksiyonel Ozellikler azalmis ve bu azaliglar istastiksel olarak Snemli
bulunmustur. Biyoaktif 6zelliklerin optimizasyonu sonucunda %90 degerinde kabul
edilen hidrolize proteinin bagimsiz degiskenlerinin araliklar1 E/S %3 ve siire 180 dk
olarak ve biyoaktif 6zellikleri; hidroliz derecesi %16, suda ¢oziiniir protein %28.08, ACE
inhibisyon aktivitesi %57.31, DPPH temizleme aktivitesi %76,53, FRAP kapasitesi 0,91
uM TE/mg, pankreatik lipaz inhibisyonu %24.48, a-amilaz inhibisyon aktivitesi ise %32
olarak belirlenmistir. Fonksiyonel 0zelliklerin optimizasyonunda %78 degerinde kabul
edilen hidrolize proteinin bagimsiz degiskenlerinin araliklar1 E/S %1 ve siire 60 dk olarak
ve fonksiyonel dzellikleri; hidroliz derecesi %11.67, emiilsiyon aktivitesi 36.51 m?/g,
emiilsiyon stabilitesi 90.02 dk, kopiik olusturma kapasitesi %102.74, kopiik olusturma
stabilitesi %74.75, su tutma kapasitesi 2.38 g su/g hidrolizat, yag baglama kapasitesi 4.37
g yag/g hidrolizat olarak belirlenmistir.

Elde edilen protein hidrolizatlarinin potansiyel bir antioksidatif, ACE inhibitor,
antidiyabetik ve antiobezidik peptit kaynagi olarak biyoaktif ozelligi arttirilmis
fonksiyonel gidalarin gelistirilmesinde ve protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri
nedeniyle gida sanayiinde gida katki maddesi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

2024, 102 sayfa

Anahtar Kelimeler: Balik unu, protein hidrolizasyonu, biyoaktif 6zellikler, fonksiyonel
ozellik, optimizasyon.



ABSTRACT

PRODUCTION of PROTEIN HYDROLYSATE from FISH FLOUR,
DETERMINATION of ITS BIOACTIVE and FUNCTIONAL PROPERTIES

In this thesis study, the aim was to obtain protein hydrolysates from fish flour, a by-
product of the fish processing industry, and determine their functional (emulsification
activity and capacity, foam formation capacity and stability, fat binding capacity, and
water holding capacity) and bioactive (antioxidant capacity, ACE inhibition, a-amylase
inhibition, and pancreatic lipase inhibition) properties, as well as to optimize the bioactive
and functional properties of the hydrolyzed protein. Thirteen experiments were set up
using the RSM to obtain the protein hydrolysate. The independent variables in the
experimental design were selected as the E/S ratio (1-3%) and hydrolysis time (60-180
min). The degree of hydrolysis of the hydrolysates, soluble protein content, and protein
content ranged from 11.7£0.2 to 16.8+0.5%, 24.7+1.6 to 28.5+0.6%, and 80.5+0.40 to
86.7+0.6%, respectively. The bioactive properties of the hydrolysates, including ACE, a-
amylase, and pancreatic lipase inhibition values, ranged from 23.7+1.2 to 66.7+1.2%,
23.5+1.6 to 36.3+0.4%, and 13.2+0.67 to 26.6+£0.94%, respectively. The DPPH radical
scavenging activity and FRAP capacity values, as examined antioxidant properties, were
determined to be in the range of 22.4+0.78 to 72.8+0.3 and 0.32+0.01 to 1.06+0.06 uM
TE/mg hydrolysate, respectively. When the functional properties of the hydrolysates were
examined, the values of EALI, ESI, foam formation capacity and stability, fat binding, and
water holding capacities ranged from 18.2+0.7 to 37.9+0.71 m?/g, 31£1.0 to 93+1.0 min,
36.0£3.3 to 104.744.1%, 19.3£2.5 to 73.4+2.5%, 4.16+£0.06 to 4.79+0.16 g fat/g
hydrolysate, and 2.17+0.01 to 2.68+0.07 g water/g hydrolysate, respectively. As the E/S
ratio and hydrolysis time increased, the functional properties decreased, and these
decreases were statistically significant. Through the optimization of the bioactive
properties, the ranges of the independent variables of the hydrolyzed protein, accepted at
90%, were determined as E/S 3% and time 180 min, with bioactive properties; degree of
hydrolysis 16%, soluble protein in water 28.08%, ACE inhibition activity 57.31%, DPPH
scavenging activity 76.53%, FRAP capacity 0.91 uM TE/mg, pancreatic lipase inhibition
24.48%, and a-amylase inhibition activity 32%. For the optimization of the functional
properties, the ranges of the independent variables of the hydrolyzed protein, accepted at
78%, were determined as E/S 1% and time 60 min, with functional properties; degree of
hydrolysis 11.67%, emulsion activity 36.51 m?/g, emulsion stability 90.02 min, foam
formation capacity 102.74%, foam formation stability 74.75%, water holding capacity
2.38 g water/g hydrolysate, and fat binding capacity 4.37 g fat/g hydrolysate.

It was determined that the obtained protein hydrolysates could be used as potential
sources of antioxidative, ACE inhibitory, antidiabetic, and antiobesity peptides to develop
functional foods with enhanced bioactive properties, and due to their functional
properties, they could be used in the food industry as food additives.

2024, 102 pages

Key Words: Fish flour, protein hydrolysis, bioactive properties, functional features,
optimization.



TESEKKUR

Calismamda bana yol gosteren, destek ve emeklerini higbir zaman esirgemeyen, her
zaman yanimda olan, bilgi ve tecriibeleri ile ¢alismalarima 151k tutan danisman hocam Dr.
Ogr. Uyesi Emir Ayse OZER e sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez izleme komitemde olan, degerli bilgi ve Onerileri ile yol gdsteren hocalarim
Prof. Dr. Senol IBANOGLU’na ve Dr. Ogr. Uyesi Mustafa DIDIN’e, tezimin
degerlendirilmesine katki saglayan sayin hocalarim Prof. Dr. Mutlu Buket AKIN ve Dog.
Dr. Salih AKSAY’a ¢ok tesekkiir ederim.

Bu teze maddi olarak destek veren Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Komisyon Bagkanligi’na (Proje No: 21.D.005) tesekkiir ederim.

Her zaman yanmimda olan sevgili dostlarrm Ogr. Gér. Dr. Merve OLUKMAN
SAHIN’e, Dr. Ogr. Uyesi Cenk Burak SAHIN’e ve Ogr. Gér. Dr. Muhammet
DEMIREL’e sonsuz tesekkiir ederim.

Depremde kaybettigim ve hayatimda ¢ok 6nemli yerleri olan kiymetli dostlarim
Ogr. Gor. Dr. Celile DEMIRBILEK BUCAK ve Ogr. Gor. Serbay BUCAK ’a destek ve
motivasyonlari i¢in tesekkiir ederim. Sizsiz her zaman eksik olacagiz.

Tez calismalarim sirasinda tiim boliim olanaklarindan yararlanmami saglayan
Hatay Mustafa Kemal Universitesi (HMKU) Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolimii’ne, Teknoloji ve Ar-Ge UAM (MARGEM)’ne, Bitki Sagligi Klinigi UAM’ne,
Ogr. Gor. Dr. Aysun UYSAL’a ve HMKU Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii
calisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman yanimda olan sevgili aileme, dostlarima, tiim sikintilarimin yiikiinii
ceken, beni her kosulda destekleyen, motive eden ve hosgoriisiinii esirgemeyen sevgili
esim Teoman OZGEN’e, varligi ile her giiniimii aydinlatan canim oglum Emin Aras
OZGEN’e sonsuz tesekkiir ederim.

Depremde kaybettigim biitiin sevdiklerime...



ICINDEKILER

OZET oottt bbbttt I
ABSTRACT <. b bbbt b bbb I
TESEKKUR .....coitititiiiteiisiie ittt ss sttt Il
ICINDEKILER ....coovviecteteiee ettt en et sn s et senenesanaesns \Y;
CIZELGELER DIZINT ..ottt VI
SEKILLER DIZINI.....cooiiiieiiiiecieee ettt en et VIl
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI......cccccoviiiiiiiiesceeceeee s IX
L GIRIS oottt 1
2. ONCEKI CALISMALAR .....cocuititetitctectcteeet ettt et et tetetstesssesesssssesesesesesesesns 5
3. MATERYAL Ve YONTEM ......oooiuiiiiiiniiiiieinsiesieiesissississi s 20
3L, MALEIYAL ... e re et 20
B €01 11<) s o TP UP TR TOPPR 20
3.2.1. DeNeY TaASATTMI. ..ccueeiiiiiiieiiiieiee sttt nne e 20
3.2.2. Balik Ununun Fizikokimyasal Analizleri..........cccooeviiieiiiniiiiiniciiicseene 20
KB I 1= o (N I 1Y/ SO S 20
3.2.2. 2. KU TAYINI 1ttt 21
3.2.2.3. Protein TaYINi....ccceieeieiieiteeie sttt sre e 22
3.2.2.4.YaZ TAYINI....cccviiiiiiieiicieeiteeie et 22
3.2.2.5. Karbonhidrat Degeri Hesaplamast ..........cccocveiiiiiiieiiniic e 23
3.2.2.6. Enerji Degeri Hesaplamasi.........cocociiieiiiiiiieniece e 23
3.2.2.7. EIemMeNnt ANAlIZi......ccooviviiiiiiiiiiiciiee e 23
3.2.2.8. Mikotoksin ANGNZIEr ........c..cooiieiiiiieiiee e 24
3.2.3. Balik Unundan Enzimatik Hidroliz ile Protein Hidrolizat1 Eldesi ................. 27
3.2.4. Hidroliz DereCesi TAYINT .....cccciueieiiriiiiiiieeeieee ettt 29
3.2.5. COzZUNUI Protein TaYIN ......ccccviveiiiiiiiiesiieie e 30
3.2.6. Balik Unu Proteini ve Hidrolizatlarmin Biyoaktif Ozelliklerinin Belirlenmesi.
........................................................................................................................ 32
3.2.6.1. ACE Inhibisyon Aktivitesi (Antihipertansif Etki) Tayini..................... 32
3.2.6.2. Antioksidan AKEIVITEST TaYINI ......ccoveieiiiiieieicseeeeee e 32
3.2.6.2.1. DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) Radikali Temizleme
AKEIVITEST TAYINT ..ttt 33
3.2.6.2.2. Ferrik Iyon Indirgeme (FRAP) Yéntemi ile Antioksidan
AKEIVITE TaYINI ..ottt 33
3.2.6.3. 0-Amilaz Inhibisyon Aktivitesi (Antidiyabetik Etki) Tayini................ 35
3.2.6.4. Pankreatik Lipaz Inhibisyon Aktivitesi (Antiobezidik Etki) Tayini.....36
3.2.7. Balik Unu Proteini ve Hidrolizatlarmin Fonksiyonel Ozelliklerinin
BEIITENMEST ..o 36
3.2.7.1. Emiilsifikasyon Aktivitesi ve Emiilsiyon Stabilitesi Tayini ................. 36
3.2.7.2. Kopiik Olusturma Kapasitesi ve Stabilitesi Tayini..........ccocerverennnene. 37
3.2.7.3. Yag Baglama Kapasitesi TaYiNi........ccccceveiiiiiiiniiniiiicicic e 38
3.2.7.4. Su Tutma KapasiteSi TaYiNI........ccuereiieeiieeiesieseese e seenie e e see e 38
3.2.8. Balik Unu Hidrolizatlarinin Biyoaktif ve Fonksiyonel Ozelliklerinin
(@] 01T 142 TSy Y] T OSSR 39
3.2.9. IStatiSIKSEl ANALZ ......veeeceeeiicceeieieee ettt 39
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA .....oooiiiiiiiiiiieceee e 40
4.1. Balik Ununun Besin Bile§Iimi ........cciuiiiiiiiiiiiiiiiieiic e 40



4.1.1. Balik Ununun Besin Ogeleri ve Enerji DeZeri.......ccovvveveveverererererereeereeeeeenns 40

4.1.2. Balik Ununun Element Igerifi.........ccoevviiiiereiiiiisiiceesce e, 41
4.2. Balik Ununun TOKSin IGETiSi ....cvevrvevererereieieieieieeieeieie ettt 42
4.3. Balik Unu Protein Hidrolizatlarinin Hidroliz Derecesi ...........cccovvvveiieiiiienincnns 43
4.4. Balik Unu Protein Hidrolizatlarinin Coziiniir Protein Miktart ...............ccceveeneee. 45
4.5. Balik Unu Protein Hidrolizatinin Protein MiKtart ..........ccooviieiiniinicniieiecnns 48
4.6. Balik Unu Proteini ve Hidrolizatlarmin Biyoaktif Ozellikleri ..........cocovvevevevnnnee. 51

4.6.1. ACE Inhibisyon Aktivitesi (Antihipertansif Ozellik).........c..cceeviverrirerennnne. ol

4.6.2. DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) Radikali Temizleme Aktivitesi....... 53

4.6.3. Ferrik Iyon indirgeme (FRAP) Kapasitesi ...........ceeviverreirerierereriererinerenannn, 57

4.6.4. a-Amilaz inhibisyonu Aktivitesi (Antidiyabetik Ozellik).............ccovvrrrevrnnne. 59

4.6.5. Pankreatik Lipaz inhibisyon Aktivitesi (Antiobezidik Ozellik)..................... 62
4.7. Balik Unu Protein Hidrolizatlarinin Biyoaktif Ozelliklerinin Optimizasyonu......64
4.8. Fonksiyonel OZEIlKIET.............ccevvveeveriieeieiceeisseieseeee et 66

4.8.1. Emiilsifikasyon Aktivitesi ve Emiilsiyon StabiliteSi..........cccocovviviniiiinnnnnn 66

4.8.2. Kopiik Olusturma Kapasitesi ve StabiliteSi.....cccccuerreeiiieiiiniiieiiieiiesiee e 69

4.8.3. Yag Baglama Kapasitesi........ccveerieriiiiieniieiiie s 72

4.8.4. SU TULMA KAPASTIEST ......evveuveieiiiiisiesiieie et 73
4.9. Balik Unu Protein Hidrolizatlarinin Fonksiyonel Ozelliklerinin Optimizasyonu .75

5. SONUC ve ONERILER ........cccoviiieiiiieiceteieeseseseees s sss st sn s ses s, 77
KAYNAKLAR .ot 79
OZGECMIS ..ottt sttt bbb 92



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Balik ununun elzem amino asit bile$imi..........cccorvrriiiiiiiiienieeee e 9
Cizelge 3.1. Balik Unundan Enzimatik Hidrolizin Deneysel Tasarimi .............cccoevuveenne 21
Cizelge 3.2. Balik Ununda Aranan Elementler ve Cihaz Sartlart............ccccovoeiiiennnnne 24
Cizelge 4.1. Balik ununun besin bileSimi.........cocvvveiiiiiiiiiiiiiee i 41
Cizelge 4.2. Balik ununun element i¢erigi (PPIM) «..veevvvrrereeriiriiiieniisiesee e 42
Cizelge 4.3 Balik ununun toKSIN 1GETIGT ...vuvivvieiiiiieiiiieiiiiesiieesieeesveessreessiree e sineeens 43
Cizelge 4.4. Balik unu protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesi (%) degerleri............ 44
Cizelge 4.5. Hidroliz derecesi iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren
Varyans aNalIZ SONUCU. ........c.eiiiiiiiieieie ettt 44
Cizelge 4.6. Balik unu protein hidrolizatlarinin ¢oziiniir protein degerleri .................... 46
Cizelge 4.7. Coziiniir protein miktari iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren varyans analiZ SONUCH ........c.uervueeieeriieenee e e e 47
Cizelge 4.8. Balik unu protein hidrolizatlarinin protein miktarlart............c.ccoccvvviiinnnne 49
Cizelge 4.9. Protein miktar iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren
Varyans aNalIZ SONUCU. ..........eiiiiiiiieieie ettt bbb 50

Cizelge 4.10. Balik unu protein hidrolizatlarinin ACE inhibisyon aktivite degerleri.....52
Cizelge 4.11. ACE inhibisyonunun iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini

gosteren varyans analiZ SONUCU ........c.uerieeieeriieenee e 52
Cizelge 4.12. Balik unu protein hidrolizatlarinin DPPH radikali temizleme aktivite
EGETIOIT. ... 55
Cizelge 4.13. DPPH radikali temizleme aktivitesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin
etkisini gosteren varyans analiz SONUCU ...........covvveiiiiieiiieninii e 56
Cizelge 4.14. Balik unu protein hidrolizatlarinin FRAP degerleri.........cccocoevvviiiennnnn. 58
Cizelge 4.15. FRAP kapasitesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren
Varyans aNalIZ SONUCU. ..........eiiiiiiiieieee ettt 59
Cizelge 4.16. Balik unu protein hidrolizatlarinin a-amilaz inhibisyonu aktivitesi
AEGETICTL. .. 60
Cizelge 4.17. a-amilaz inhibisyonu iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren varyans analiZ SONUCU ........c.cuovrvererireenei e 61

Cizelge 4.18. Balik unu protein hidrolizatlarinin pankreatik lipaz inhibisyon aktivitesi 63
Cizelge 4.19. Pankreatik lipaz inhibisyonu iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin

etkisini gosteren varyans analiz SONUCU ...........ccoovveiiriiiiienieiiseeseee e 64
Cizelge 4.20. Balik unu hidrolizatlarinin biyoaktif 6zelliklerinin optimizasyonunda
kullanilan degerler ve optimizasyon sonucunda elde edilen degerler.......... 65
Cizelge 4.21. Balik unu protein hidrolizatlarinin EAI ve ESI degerleri .............ccoc....... 67
Cizelge 4.22. EAl iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren varyans
ANANIZ SONUCU ...t 68
Cizelge 4.23. ESI iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren varyans
ANANIZ SONUCU ...t 68
Cizelge 4.24. Balik unu protein hidrolizatlarinin képiik olusturma kapasitesi ve
stabilitesi dEZErleri ......vvvviiiiiiiiiiic 70
Cizelge 4.25. Kopiik olusturma kapasitesi lizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin
etkisini gosteren varyans analiz SONUCU ...........covveiiiiiiiienieieseeseee e 71
Cizelge 4.26. Kopiik stabilitesi lizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren
Varyans analiz SONUCU. ........ooueeiuiiieiie ettt 71

Cizelge 4.27. Balik unu protein hidrolizatlarinin yag baglama kapasitesi degerleri ...... 73

VI



Cizelge 4.28. Balik unu protein hidrolizatlarinin su tutma kapasitesi degerleri .............
Cizelge 4.29. Balik unu protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerinin
optimizasyonunda kullanilan degerler ve optimizasyon sonucunda elde

edilen degerler

VI



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1. Amino asitler ile o-fitalaldehit (OPA) arasindaki reaksiyon .............ccccceevvennnn 5
Sekil 2.2. ACE inhibitorlerinin etki mekanizmast .........ccocoveieiiiiiiiiiiienieeee e 13
Sekil 2.3. Balik protein hidrolizati Giretim $€mMasi.........cccovvvveriiieniiie e 15
Sekil 3.1. Mikrodalga Firin ve ICP-MS ... 24
Sekil 3.2. Aflatoksin Analizinde kullanilan PBS tampon ve IAK .........cccocoeviiiiiiiennnn 25
Sekil 3.3. Toplam aflatoksin kalibrasyon grafigi..........cccceovviiiiiiiiiinniiniicneeen 25
Sekil 3.4. Toksin analizlerinin gerceklestirildigi HPLC sistemi.........ccccovvvveiiiieiiinennnnn, 26
Sekil 3.5. Okratoksin A kalibrasyon grafigi..........cccccvciiiiiiiiiniiniiiieeeeeeee 27
Sekil 3.6. Enzimatik hidrolizin akis SEMasl ..........ccocvvueeeiiiiiiieciiiiiee e 28
Sekil 3.7. Enzimatik hidroliz..........ccoiiiiiiiiiiiiii e 29
Sekil 3.8. Hidroliz derecesinin 6l¢iimii i¢in kullanilan UV-Vis Spektrofotometre ve
Kimyasal Malzemeler ... 30
Sekil 3.9. BSA’ nin kalibrasyon grafigi.........cccccoviiiiiiiiiiiiiiie 31
Sekil 3.10. DPPH radikalinin indirgenmesi ..........cceovvieeiiniineeniiiisie e 33
Sekil 3.11. Fe™ iyonunun Fe™2’ye indirgenmesi.........cooeeveeeriveeereeessesesseseessseseesssenans 34
Sekil 3.12. Trolox KalibrasSyon @FIIST ......civueverreiiieiiiiieieeiie e 35
Sekil 4.1. Hidroliz derecesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren 3
DOYULIU Grafik ..o s 45
Sekil 4.2. Coziiniir protein miktari tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren 3 DOYULIU grafik...........ccoooiiiiiiii 48
Sekil 4.3. Protein miktari tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren 3
DOYULIU Grafik ..o s 50
Sekil 4.4. ACE inhibisyonunun {izerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren
3DOYULIU Grafik .......ccviiiieee 53
Sekil 4.5. DPPH radikal1 temizleme aktivite tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin
etkisini gosteren 3 boyutlu grafik.........ccooviiiiiiiiii e, 57
Sekil 4.6. FRAP aktivite iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren 3
DOYULIU Grafik .....c.ooeeiiecece e 59
Sekil 4.7. a-amilaz inhibisyon aktivitesi lizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren 3 DOYULIU grafik..........oooiieiiiii 62
Sekil 4.8. Pankreatik lipaz inhibisyonu iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren 3 boyutlu @rafik.........cociviiiiiiiiii 64
Sekil 4.9. Balik unu protein hidrolizatlarinin biyoaktif 6zelliklerinin optimizasyonunun
kabul edilebilirlik grafigi..........cccoooiiiiieiiiie e 66
Sekil 4.10. EAI ve ESI {izerine E/S oraninin ve hidroliz siiresinin etkisini gosteren 3
DOYULIU Grafik ......coveeiieece e 69
Sekil 4.11. Kopiik olusturma kapasitesi {izerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren 3 boyutlu @rafik.........cociviiiiiiiiii 72
Sekil 4.12. Balik unu protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerinin
optimizasyonunun kabul edilebilirlik grafigi.........cccooovviiiiiiiinniiiie, 76

VI



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER
% : Yiizde Deger
°C : Derece Celsius
ug : Mikrogram
ul : Mikrolitre
pum - mikrometre
a : Agirlik
AU : Anson Uinitesi
dk : Dakika
g : Gram
kcal . Kilokalori
kg : Kilogram
L - Litre
M : Molarite
m? : Metrekare
meq : Miliekivalent agirlik
mg : Miligram
ml - Mililitre
ppb : Part per billion (milyar birimde bir birim)
ppm : Part per million (milyon birimde bir birim)
rpm : Rotation per minute (dakikadaki donme sayis1)
sa : Saat
sn : Saniye
TE : Trolox esdegeri
Y : Hacim
KISALTMALAR
AAS - Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi
ACE . Anjiyotensin Doniistiiriicti Enzim
AF : Alev Spektrometresi
AOAC - Association of Official Analytical Chemists
BSA : Bovine Serum Albumin
CaH2 - Asetilen
Ca > Kalsiyum
Cd : Kadmiyum
Cu : Bakir
DH : Hidroliz Derecesi
DNS : Di-nitrosalisilik asit
DPPH : 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
DTT : Dithiothreitol
EAI : Emiilsiyon Aktivite Indeksi



ESI
Fe
FRAP
HCI
HHL
HPLC
IAK
I1Cs0
ICP-MS
KBr
Mg
Mn
Na
NaOH
OPA

PBS
RSM
SDS
TBTZ
TCA
TGK
TNBS
WHO
Zn

: Emiilsiyon Stabilite indeksi

: Demir

: Demir Iyonu indirgeme Giicii

: Hidroklorik Asit

: Hippuryl-histidyl-leucine

: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
: Immiinoaffinite kolon

: Yar1 Maksimum Inhibisyon Konsantrasyonu
- Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi
: Potasyum Bromitir

: Magnezyum

: Mangan

: Sodyum

: Sodyum Hidroksit

: Orto-phthalaldehyde

: Fosfor

. Fosfat Buffer Saline

: Tepki Yiizey Yontemi

: Sodyum Dodesil Fosfat

: 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin

: Trikloroasetik Asit

: Tiirk Gida Kodeksi

: Trinitrobenzen Siilfonik Asit

: Diinya Saglik Orgiitii

: Cinko



1. GIRIS

Protein hidrolizatlari, hidroliz yoluyla serbest amino asitlerin ve kii¢iik peptitlerin
iiretilmesinden kaynaklanan gelismis islevsellikleri ve yiiksek besin degerleri nedeniyle
son yillarda biiyiik ilgi gérmektedir (Benjakul ve ark., 2014). Dengeli amino asit bilesimi
ve gastrointestinal sistemde yiiksek emilimleri nedeniyle insan beslenmesi i¢in {istiin bir
protein kaynagidir (Cunha ve Pintado, 2022). Protein hidrolizatlarinin; gida sanayinde;
fonksiyonel 6zelligi arttirilmis igeceklerde, 6zellikle protein miktar ve kalitesi arttirilmis
iriinlerde, 6zel durumlarda kullanilan beslenme tiriinlerinde (gebe ve emzikli, is¢i, sporcu
ve yasl) ve diyetetik amagli gidalarda (kilo kontrolii ve diyabet) gida katki maddesi
olarak kullanimi miimkiindiir. Ayrica proteinlerin hidroliziyle biyoaktif peptitler
olusmakta ve antioksidatif, antidiyabetik, antiobezitik, aktivite gibi 06zellikler
gosterebilmektedir. Protein hidrolizatlarinin 6zellikleri, gida katki maddesi olarak
kullanimini ve fonksiyonel 6zelliklerini etkilemektedir (Erol ve ark., 2017).

Deniz kaynakl protein hidrolizatlar1 ve peptitleri, biyolojik aktiviteleri ve sagligin
korunmasindaki olumlu 6zellikleri nedeniyle her gegen giin artan bir popiilerlige sahiptir.
Sentetik ilaglarin olumsuz yan etkilerine dair tiiketicilerin artan biling diizeyi, dogal
maddelerin fonksiyonel gida olarak tercih edilme istegini artirmistir. Deniz kaynakli
protein hidrolizatlari, gidalardaki besin degerlerini artirmak, soslarin yapiminda lezzeti
iyilestirmek ve hayvanlarin beslenmesinde kullanilmak {izere ¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir (Harnedy ve FitzGerald, 2012).

Hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar ve demans gibi yasam tarziyla iliskili
bozukluklarin gelisimini tetiklemektedir. Hipertansiyon diinya ¢apinda 30 ila 79 yaslar
arasindaki tahminen 1,28 milyar insani1 etkilemektedir ve 2025 yilina kadar 20 yas tistii
1,06 milyar kisinin hipertansiyona sahip olacagi tahmin edilmektedir (Zhou ve ark.,
2021). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2022°de yayinladig1 raporda, 17,9 milyon insanin
Olim sebebinin kardiyovaskiiler hastaliklar oldugunu bildirmistir (WHO, 2022).
Hipertansiyon en sik goriilen kronik hastaliktir ve baslica kardiyovaskiiler hastaliklar
olmak {iizere, kalp krizi, damar sertligi, konjestif kalp yetmezligi, felg, bobrek yetmezligi,
korliik gibi ¢ok ciddi hastaliklara sebep olmaktadir (Ahmad ve ark., 2023). Akcigerlerde,
kan damar1 duvarlarinda, beyinde ve bobreklerde bulunan anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (ACE), C terminalindeki peptitleri bir dipeptit birimine pargalayan bir enzim olan

dipeptidil-karboksipeptidazdir. ACE, anjiyotensin I'i, kan basincini artiran aktif bir



vazokonstriktor olan anjiyotensin II'ye doniistiiriir. Ayrica ACE, arteriyel gevseme ve kan
basincini disiiriicti etkileri olan bradikinini parcalayip etkisiz hale getirir, boylece kan
basincimi artirir (Zhou ve ark., 2021). Bu sistemde, ACE inhibitorleri bu tepkileri
bastirarak vazodilatasyon yoluyla kan basincimi disiiriiriirler. Dolayisiyla, ACE
inhibitorlerinin hipertansiyonu engelleyerek kardiyovaskiiler hastaliklart Onledigi
bilinmektedir (Kannan ve ark., 2012).

Deniz triinlerinden elde edilen protein hidrolizatlar1 ve peptitler hiperglisemiyi
tedavi etmek i¢in kullanilabilmektedir (Xia ve ark., 2017). Glikoz alimini uyaran peptitler
pankreatik B-hiicre homeostazini ve glikozla uyarilan insiilin salgisini iyilestirebilmekte,
a-amilaz ve a-glukozidaz aktivitelerini inhibe edebilmektedir (Fernando ve ark., 2020).
Zhu ve ark. (2010), yaptiklar bir ¢calismada, Tip II diyabet teshisi konan Cinli hastalara
iic ay boyunca giinliikk 13 gram balik kolajen peptit takviyesinin, aglik kan glikozu ve
instilin degerlerini, toplam kolesterolii, toplam trigliseritleri, diisiik yogunluklu
lipoproteini, serbest yag asitlerini ve hemoglobin Alc'yi 6nemli dlgiide diislirdiiglini;
Ancak insiilin duyarliligini ve HDL igerigini arttirdigini belirlemislerdir.

Kolesistokinin istah ve acligi modiile eden dnemli bir hormondur. Kolesistokinin
icerigi, in vivo toklugu degerlendirmek i¢in biyobelirteg olarak kullanilabilir. Cok sayida
calisma, deniz peptitlerinin kolesistokinin liretimini modiile edebilecegini gostermistir
(Macedo ve ark., 2021).

Antioksidanlar, doymamus lipitlerden olusan radikallerin bir hidrojen atomu veya
bir elektron bagislayarak oksidasyonla etkilesmesini engelleyebilir. Antioksidanlar, bu
oksidatif reaksiyonlarin zincir reaksiyonlarini veya baslaticilarini kontrol edebilir ve
radikal ara iirlinleri ortamdan uzaklastirarak bu reaksiyonlar1 sonlandirabilirler. Ayrica,
tekli oksijen tiirlerini temizleyerek veya metal katalizatorlerinin etkisiz hale getirilmesi
yoluyla zincir kiricilarini uzaklagtirarak bu reaksiyonlari sonlandirabilirler (Najafian ve
Babji, 2012). Balik protein hidrolizatlarinin antioksidan aktiviteye sahip olduklar
yapilmis caligmalar ile kanitlanmistir (Batista ve ark., 2010; Bougatef ve ark., 2010;
Agustin ve ark., 2021; Sarteshnizi ve ark., 2021).

Biyoaktif peptitlerin yapisal 6zellikleri, amino asit bilesim ve dizilimleri peptidin
ACE inhibisyon, antioksidan, antidiyabetik gibi saglik ile iligskilendirilen 6zelliklerini
belirlerken ayn1 zamanda birgok fonksiyonel 6zelligini de etkilemektedir. Bu fonksiyonel

ozelliklere sahip peptitler gidaya ilave edildiginde, bu peptitler gidanin su tutma ve kdpiik



olusturma kapasitesini, dokusunu ve emiilsifikasyon gibi 0Ozelliklerini gelistirmeye
yardimect olabilir (Li ve ark., 2008). Protein kaynagi, protein hidrolizati iiretiminde se¢ilen
on islem, enzimatik hidrolizde kullanilan enzim, hidroliz kosullar1 gibi bir¢ok faktor
iiretilen protein hidrolizatlarin ve peptitlerin yapisim1 degistirebilmektedir (Karami ve
Akbari-Adergani, 2019). Protein hidrolizatlarinin fonksiyonel o6zellikleri su tutma
kapasitesi, kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi, emiilsiyon olusturma kapasitesi ve
stabilitesi, yag baglama kapasitesi gibi kavramlarla iliskilendirilmektedir (Lin ve ark.,
2022).

Balik unu, iilkemizde insan tiiketiminde kullanilmayan, baliklardan ya da deniz
iirtinii isleyen fabrikalarin yan iirlinii olarak elde edilen besleyici degeri oldukca yiiksek
bir tirlindiir. Balik unu daha ¢ok su tirlinleri yetistiriciligi olmak {izere, tavukguluk ve
domuz yetistiriciliginde yem olarak kullanilmaktadir. Balik unu 6zellikle amino asit
bakimindan oldukga zengin bir kaynaktir (Yesilayer ve ark., 2013). Deniz iiriinlerinin
protein hidrolizatlar1 ve peptitleri, biyolojik aktiviteleri ve saglam o6zellikleri nedeniyle
popiilerlik kazanmistir. Fonksiyonel gida, ilag ve kozmetik sektorlerinde giderek daha
fazla arastirilmaktadir.

Literatiirde balik atiklarindan protein hidrolizati eldesi ile ilgili bir¢ok ¢alisma
olmakla birlikte balik unuyla ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu ¢aligma,
katma degeri oldukca diisiik olan balik ununun daha 6nce c¢alisilmamis biyoaktif ve
fonksiyonel 6zelliklerinin incelendigi ve optimizasyon calismasinin yapildigi 6zgiin bir
calismadir.

Bu calismada, alternatif gida katki maddesi olabilecek balik unundan protein
hidrolizatinin elde edilmesi, fonksiyonel ve biyoaktif Ozelliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu dogrultuda;

1. Ticari olarak hayvan yemi iiretiminde kullanilan balik ununun insan
beslenmesinde kullanilabilmesi i¢in besin igerigi ve toksin bilesimi belirlenmis,

2. Protein  hidrolizasyonu  gerceklestirilmis ve segilen bagimsiz
degiskenlerin, hidrolize proteinlerin biyoaktif ve fonksiyonel 6zellikleri iizerine etkisi
belirlenmis,

3. Hidrolize proteinin biyoaktif ve fonksiyonel 6zelliklerinin optimizasyonu

yapilmustir.



Arastirma sonucunda katma degeri diisiik, besin igerigi yiiksek olan balik unundan

katma degeri yiiksek gida katki maddesi iiretilmis olacaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Adler-Nissen (1986), protein hidrolizatlarinin proteinlerin genel olarak enzimlerle
ve/veya asitlerle parcalanmasi sonucunda ortaya c¢ikan serbest amino asitler ve farkli
zincir uzunluklarinda peptitlerden olustugunu ve protein kaynaginin hidroliz derecesi,
pargalanma sonucu olusan peptit baglarinin ve dolayisiyla olusan peptitlerin boyutunun
bir gostergesi oldugunu bildirmistir.

Nielsen ve ark. (2001), OPA metodunu gelistirerek hidroliz derecesinin 6lgiimiinii
gerceklestirmislerdir. Bu metotta ortamda bir tiyol grubu varliginda (N-asetil-L-sistein,
etilen glikol, dithiothreitol vb) OPA reaktifi amino asitleri tiirevlendirir (Sekil 2.1). OPA
reaktifi tek bagina floresans 6zellik gdstermezken, reaksiyon sonucu olugan OPA-amino
asit bilesigi 340 nm’de floresans Ozellik gostermekte ve bu dalga boyunda OPA-amino

asit miktari tayin edilerek hidroliz derecesi hesaplanabilmektedir.
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Sekil 2.1. Amino asitler ile o-fitalaldehit (OPA) arasindaki reaksiyon

Sumaya-Martinez ve ark. (2005), tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada sazan balig1
atiklarindan flavourzyme kullanilarak tepki yiizey yontemi ile optimizasyon ¢alismasi
yapilmistir. Deneme planinda sicaklik, pH, enzim miktar1 ve substrat/tampon orani olarak
dort degisken seg¢ilmistir. Hidroliz sonunda hidrolizatlarin hidroliz derecesi lgiilmiistiir.
Sonugta hidroliz derecesi iizerine tiim degiskenlerin etkisi istatistiksel olarak dnemli
bulunmustur.

Nilsang ve ark. (2005), ton balig1 iiretiminden arta kalan i¢ organlar1 farkli
proteazlar kullanarak hidroliz etmislerdir. Elde ettikleri hidrolizatlarin hidroliz derecesi
tizerine E/S orani ve hidroliz siiresinin pozitif yonde lineer etkisinin var oldugunu
raporlamislardir.

Souissi ve ark. (2007), sardalya baligi (Sardinella aurita) atiklarindan alkalaz

enzimi kullanarak farkli hidroliz derecelerinde elde ettikleri hidrolizatlarin yag baglama



kapasitelerini belirlemiglerdir. Arastirmalarinin sonucunda hidroliz derecesi ile yag
baglama kapasitesi arasinda istatistiksel olarak bir korelasyon bulunamamistir. Ayrica
hidroliz edilmemis balik unu proteinin en diisiik yag baglama kapasitesi degerine sahip
oldugu bildirilmistir.

Limam ve ark. (2008), tarafindan yapilan bir ¢alismada karides kafasindan tripsin
enzimi kullarak protein hidrolizatlar1 elde edilmistir. Kontrol 6rnegi olarak enzimatik
hidrolize tabi tutulmamis karides kafasi proteini kullanilmistir. Calismanin sonucunda
hidroliz edilmemis kontrol 6rneginin yag baglama kapasitesi, protein hidrolizatlarinkine
gore daha diisiik bulunmustur. Ayrica karides kafatasi protein hidrolizatinin yag baglama
kapasitesi 3 g yag/g hidrolizat olarak bulunmustur.

Bougatef ve ark. (2008), tarafindan yapilan bir ¢alismada, sardalya baligi i¢
organlar ve kafasindan farkli proteazlar kullanilarak protein hidrolizatlar1 elde edilmistir.
Tiim hidrolizatlar ACE'ye kars1 inhibisyon aktivitesi gostermis olup, i¢ organlardan elde
edilen alkali proteaz ekstresi, ACE {izerinde en yiiksek inhibisyon aktivitesine
(%63.2+1.5) sahip hidrolizati iiretmistir. Ayrica, hidroliz dereceleri ve ACE inhibisyon
aktiviteleri hidroliz siiresinin artmasiyla birlikte artmustir.

Ovissipour ve ark. (2010), tarafindan yiiriitiilen bir calismada sar1 yiizgecli ton
balig1 kafasi alkalaz ve protamex enzimleri (% 1.5 a/a) ile 4 sa ve 24 sa hidroliz edilmistir.
Elde edilen hidrolizatlarin hidroliz dereceleri 6l¢iildiigiinde 4 sa sonunda %17 olarak
bulunmustur. Hidroliz derecesinin hidroliz siiresi arttik¢a arttig1 bildirilmistir.

Cho ve Kim (2011), balik ununun igeriginde protein, temel amino asitler,
mineraller, fosfolipidler ve yag asitleri bulundugunu ve elzem amino asitler bakimindan
da oldukg¢a zengin oldugunu bildirmislerdir.

Centenaro ve ark. (2011), balik kilgiklart (%15.1 protein) ve tavuk kemiklerini
(%18.1 protein) flavourzyme, a-kimotripsin ve tripsin enzimleri ile ayr1 ayrt hidroliz
etmiglerdir. Elde ettikleri protein hidrolizatlarinin hidroliz derecelerini ve antioksidan
aktivite 6zelliklerini incelemislerdir. Sonugta hidroliz derecesi kilgik protein hidrolizati
icin %6.5-9.7 araliginda, tavuk kemik proteini i¢in ise %5.6-13.1 araliginda bulunmustur.
En diisiik hidroliz derecesine sahip hidrolizatlarin tripsin enziminin kullanildig:
hidrolizatlar oldugu belirtilmisken, en yliksek antioksidan kapasiteye sahip hidrolizatlarin

flavourzyme ile elde edilenler oldugu tespit edilmistir.



Yang ve ark. (2011), orkinos balig1 kafasindan protein hidrolizati elde etmek igin
alkalaz enzimini kullanmiglardir. Enzimatik hidroliz kosullari, pH 6.5, sicaklik 54 °C,
karigtirma hiz1 340 rpm, enzim/substrat orani ise 1:3 olarak belirlenmistir. Elde edilen
protein hidrolizatinin antioksidan ve soya yaginda peroksit inhibisyon ozellikleri
incelenmis ve hidrolizatin bu 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur.

Li ve ark. (2013), farkli balik tiirlerinin derilerinden elde ettikleri kolajenleri tripsin
enzimi ile 3 sa hidroliz etmislerdir. Daha sonra elde ettikleri kolajen hidrolizatlarini
molekiil agirliklarina gdre ayristirip emiilsiyon stabilitelerini arastirmiglardir. Sonugta
peptit uzunlugu ile emiilsiyon stabilitesi arasinda pozitif bir iliski oldugunu
bildirmislerdir.

Liu ve ark. (2013), tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada sazan balig eti notral proteaz,
alkali proteaz, papain ve protamex enzimleri ile 14 sa hidroliz edilmistir. Hidroliz
boyunca oOrnekler alinarak hidrolizatlarin pankreatik lipaz ve a-amilaz inhibisyon
Ozelliklerini incelemislerdir. Tepki yiizey yontemi kullanilarak optimizasyon ¢alismasi
yapilmustir. Optimizasyonda bagimsiz degiskenler olarak pH, sicaklik, enzim dozaji, siire
secilmigtir. Arastirmanin sonucunda optimum kosullar alkali proteaz kullanimi, pH 11,
sicaklik 39 °C, enzim dozaji 122 U/ml ve hidroliz siiresi 10 sa olarak bulunmustur.
Pankreatik lipaz ve a-amilaz inhibisyon degerleri iizerine degiskenlerin etkisi onemli
bulunmustur.

Nasri ve ark. (2013a), bes farkli bakteriyel proteaz kullanarak kaya baligindan
protein hidrolizati elde etmislerdir. Kullanilan proteazlar arasinda olan alkalazin optimum
calisma kosullar1 pH 8, sicaklik ise 50°C olarak se¢ilmistir. Enzimatik hidroliz boyunca
hidroliz derecesi Ol¢ililmiistiir. Enzimatik hidroliz sonucu elde edilen hidrolizatlarin ACE
inhibisyon 6zellikleri belirlenmistir. Daha sonra en yiiksek inhibisyon 6zelligine sahip
hidrolizat fraksiyonlarina ayristirilip sirasiyla ESI-MS (Elektrosprey iyonizasyon) ve
MS-MS ile tanimlama yapilmistir. Calisma sonucunda yiiksek oranda ACE inhibisyon
Ozelligine sahip peptit fraksiyonlar1 tanimlanmaistir.

Elavarasan ve Shamasundar (2014), ii¢ farkli tatli su sazanindan flavourzyme
enzimi kullanarak protein hidrolizatlar1 elde etmislerdir. Enzimatik hidroliz kosullari
50°C, pH 6.5 ve hidroliz siiresi 60 dk olarak uygulanmistir. Hidroliz sonrasi elde edilen
hidrolizatlarin hidroliz dereceleri ve ACE inhibisyon 6zellikleri belirlenmistir. Sonugta

hidroliz derecesinin ACE inhibisyon 6zelligi iizerine etkisi oldugu bulunmustur. ACE



inhibisyon 6zelligi %43-%71 arasinda degisirken en yiiksek inhibisyon 6zelligi hidroliz
derecesi %15 olan hidrolizattan elde edilmistir

Liu ve ark. (2014), surimi iretiminden arta kalan balik atiklarini protamex ve
alkalaz enzimleri ile ayr1 ayr1 hidroliz etmisler ve elde ettikleri protein hidrolizatlarinin
fonksiyonel Ozelliklerini arastirmiglardir. Calismanin  sonucunda elde edilen
hidrolizatlarin ¢oziiniirliikleri en az %65 (pH 2-10) olarak raporlanmisken, hidroliz
derecesi ile EAI’nin ters bir korelasyon gosterdigi bildirilmistir.

Gunasekaran ve ark. (2015), karides kafas1 atiklarindan alkalaz enzimi kullanarak
optimizasyon ¢aligsmasi yapmislardir. Enzimatik hidrolizin optimizasyonu sonucu elde
edilen degerler % 40.3 hidroliz derecesi, %38.93 DPPH temizleme aktivitesi, 8.21 uM Fe
(11)/g hidrolizat olarak bulunmustur.

Oseguera-Toledo ve ark. (2015), tarafindan yapilan bir ¢alismada fasulyeden elde
edilen protein hidrolizati farkli enzim dozajlarinda ayr1 ayr1 alkalaz ve bromelain ile
hidroliz edilmistir. Calismada pH-stat metodu kullanilarak hidroliz derecesi 6l¢tilmiistiir.
Daha sonra elde edilen peptit hidrolizatindan ultrafiltrasyon ile farkli molekiil
agirliklarina sahip peptit fraksiyonlar1 elde edilmis ve bu fraksiyonlar LC-ESI-MS/MS
ile tanimlanmistir. Ayrica bu fraksiyonlarin biyoaktif 6zelliklerini belirlemek i¢in
antidiyabetik (o-amilaz, a-glukozidaz ve DPP-1V inhibisyon) aktivite ve antioksidan
kapasite deneyleri yapilmistir. Calisma sonucunda arastirmacilar fasulyeden elde edilen
peptitlerin antidiyabetik 6zellige sahip olduklarini bildirmislerdir.

Valle ve ark. (2015), yaptiklari bir ¢aligmada balikk ununun elzem amino asit
igerigini belirlenmistir. Calismalarinda elde ettikleri sonuglar Cizelge 2.1°de verilmistir.

Baharuddin ve ark. (2016), yilan baligindan enzimatik hidroliz ile protein
hidrolizat1 elde etmislerdir. Enzimatik hidroliz kosullar1 40°C, 60°C, siire 120, 180, 300
dk, enzim konsantrasyonu %1.5, %2, %20, pH 8.5, 9.5, 10.5 olarak belirlenmis ve hidroliz
derecesi bu kosullarda sirasiyla 36, 48 ve 69 olarak elde edilmistir. Hidroliz derecesi
6l¢timii TCA metoduna gore yapilmistir. Calismaya gore hidroliz siiresi arttik¢a hidroliz
derecesinin arttig1 bildirilmistir. Elde edilen hidrolizatlarin biyoaktif ve fonksiyonel
ozellikleri incelendiginde, farkli hidroliz derecesine sahip hidrolizatlarin su tutma
kapasitelerinin, kopiirme 6zelliklerinin ve ACE inhibisyon aktivitelerinin farkli oldugu
bulunmustur. DH 36 olan hidrolizatin en yiiksek ACE inhibisyonu ve kopiirme 6zelligi
oldugu bildirilirken, DH 69’da en yiiksek emiilsiyon stabilitesi ve ¢oziiniirliik elde



edilmistir. Su tutma kapasitesinde ise DH 48 en yiiksek degere sahip hidrolizat olarak

raporlanmistir.

Cizelge 2.1. Balik ununun elzem amino asit bilesimi

Amino asit g/kg protein
Valin 32

Treonin 4.37
zoldsin 27.8

Losin 48

Lizin 51
Metiyonin 27.5
Fenilalanin 27.6
Triptofan 1.18

Bkhairia ve ark. (2016), tarafindan yiiriitiilen bie ¢aligmada, kefal balik etinden
farkli proteazlar kullanilarak balik protein hidrolizatlari elde edilmistir. Hidroliz siiresince
ornekler alinarak hidroliz derecesi Olciilmiistiir. Elde edilen hidrolizatlarin hidroliz
dereceleri %8.5-%13.05 araliginda bulunmustur.

Arise ve ark. (2016), tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada karpuz ¢ekirdegi protein
izolat1 pepsin, tripsin ve alkalaz enzimi ile hidroliz edilmistir. Elde edilen hidrolizatlarin
in vitro antioksidan ve a-amilaz inhibitor 6zellikleri incelenmistir. Alkalaz ve tripsin ile
elde edilen hidrolizatlarda a-amilaz inhibitor degerleri sirasiyla %86 ve %83 (ICso: 0.149
ve 0.234 mg/ml) olarak bulunmustur. Ayrica tripsin hidrolizatinda en yiiksek antioksidan
aktivite elde edilmistir.

Garcia-Moreno ve ark. (2017), mavi mezgit baliginin atiklarini iki farkli serin
endopeptidaz ile (alkalaz ve pankreatik tripsin) ayr1 ayr1 ve birlikte hidroliz edip farkli
hidroliz derecelerinde hidrolizatlar elde etmislerdir. Hidrolizatlarin yag baglama
kapasiteleri incelendiginde kullanilan enzimlerin ve hidroliz derecesinin yag baglama
kapasitesini degistirdigi bulunmustur. Alkalaz kullanildiginda yag baglama kapasite
degeri 3.74 g yag/g hidrolizat olarak elde edilmistir. Tripsin enziminin kullanildigi
hidrolizatlarda ise hidroliz derecesi ile yag baglama kapasiteleri arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmamistir. Ancak tripsin-alkalaz kombinasyonu ile elde edilen
hidrolizatin yag baglama kapasitesi (DH %4) 5.39 g yag/g hidrolizat elde edilmistir.

Senapati ve ark. (2017), hint somonundan elde ettikleri balik ununun besin ve

element igeriklerini aragtirmiglardir. Nem, protein, yag ve kiil igeriklerini sirasiyla



%6.10£0.17, %73.03 £ 0.28, %2.8 +0.11 ve %17.21 £ 0.33 olarak bulmuslardir. Enerji
degerini ise 317.32+1.98 kcal/100g olarak hesaplamiglardir. Elementel igeriklerine
bakildiginda ise sirasi ile kalsiyum, fosfor, sodyum, potasyum, demir ve magnezyum
degerleri 32,670, 41,410, 12,180, 6,170, 360, 7,110 ug/g olarak bulunmustur.

Oliveira ve ark. (2017), orkinos balig1 atiklarindan alkalaz enzimi kullanarak (%0.5
enzim:substrat, 60°C, pH 6.5, 120 dk) balik protein hidrolizati elde etmislerdir. Elde
edilen hidrolizatin hidroliz derecesi OPA metodu kullanilarak 6l¢iilmiis ve %9.24 olarak
bulunmustur. Ayrica hidrolizatin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in Demir (111)
Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP), Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite
(TEAC) ve Oksijen Radikal Absorbans Kapasite (ORAC) analizleri yapilmistir. Sonugcta
elde edilen hidrolizatin antioksidan kapasite sonuglari sirasiyla 54.3, 52.4 ve 576.15 uM
TE/g protein olarak raporlanmuistir.

Nongonierma ve ark. (2017), tarafindan yapilan bir arastirmada deve siitiiniin
tripsin enzimi ile hidrolizi amaciyla tepki yiizey yontemi kullanilarak bir deneme plani
olusturulmustur. Bu plana gore degiskenler enzim:substrat orant (%0.5, 1.25, 2.0),
sicaklik (40, 50, 60°C) ve hidroliz siiresi (60, 150, 240 dk) olarak belirlenmistir.
Enzimatik hidroliz sonucunda elde edilen 18 hidrolizattan 15 tanesinin DPP-1V inhibitor
etkisi gosterdigi, boylelikle deve siitiiniin antidiyabetik 6zellige sahip oldugu
bildirilmistir.

Awosika ve Aluko (2019), bezelye proteinini alkalaz, kimotripsin, pepsin ve tripsin
enzimleri ile hidroliz etmislerdir. Hidrolizden sonra elde ettikleri hidrolizatlar
ultrafiltrasyon ile molekiil agirliklarina gére dort farkli (<1, 1-3, 3-5, 5-10 kDa)
fraksiyona ayirmiglardir. Fraksiyonlarin a-amilaz ve B-glukozidaz inhibitor aktiviteleri
incelendiginde, fraksiyonlarin ve hidrolizatin inhibitor aktiviteleri benzer bulunmustur.
Ancak hidrolizatlarin lipaz inhibisyon aktiviteleri fraksiyonlarinkinden daha yiiksek
bulunmustur.

Yuan ve ark. (2018), karides kabugundan nétraz kullanilarak enzimatik hidroliz
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Denemede, enzim konsantrasyonu (%4-6), sivi-kati
orani (10-20 ml/g), hidroliz siiresi (3-5 sa) bagimsiz degiskenler olarak seg¢ilmistir. Elde
edilen hidrolizatlarin a-amilaz inhibisyon oranlari belirlenmistir. Optimum kosullar;
enzim orani1 %5.4 (a/a), 4.1 sa, 50°C, pH 7.0, sivi-kat1 oran 13 ml/g olarak belirlenmistir.

Bu kosullar altinda a-amilaz inhibisyon orani %43.4 olarak bulunmustur.
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Samsudin ve ark. (2018), tarafindan yapilan bir ¢alismada, yilan baligi alkalaz
enzimi ile hidroliz edilmis ve hidrolizat ultrafiltrasyon ile 3, 5 ve 10 kDa olmak {izere
farkli molekiil agirliklarina sahip fraksiyonlara ayrilmistir. Alkalaz enzimi igin enzimatik
hidroliz kosullar1 2 sa, 56 °C, pH 9 olarak se¢ilmistir. Sonugta elde edilen fraksiyonlarin
molekiil agirliklarinin ve pH’nin fonksiyonel dzellikleri etkiledigi belirlenmistir. 5 kDa
fraksiyonun en yiiksek koptlirme kapasitesine, emiilsiyon aktivite indeksine ve yag tutma
kapasitesine sahip oldugu bildirilirken, 10 kDa fraksiyonu en yiiksek emiilsiyon
stabilitesine ve su tutma kapasitesine sahip oldugu bulunmustur.

Qara ve ark. (2018), kilka baligindan dort farkli ticari enzim kullanarak protein
hidrolizat1 elde etmislerdir. Notraz, alkalaz, protameX i¢in enzimatik hidroliz sicakligi
50°C, pepsin igin 37°C olarak belirlenmis, hidroliz siiresi ise 30, 60, 90 dk olarak
secilmistir. Enzimatik hidroliz sonucunda hidroliz derecesi ol¢iimii, ACE inhibisyon
aktivitesi ve antimikrobiyal 6zellik analizleri yapilmistir. Caligmanin sonucunda hidroliz
derecesi degerinin kullanilan enzime gore %2.63-3.36 araliginda degistigini
bildirmislerdir. Elektroforez ile hidrolizatin molekiil agirliklart incelendiginde 30 kDa’da
yogunluk goriildigii, alkalaz ve nétraz kullanildiginda ise 10 kDa’ya kadar diisiik
molekiil agirliklarina sahip peptit fraksiyonlari elde edilmistir. Elde edilen fraksiyonlarin
biyoaktivite testleri incelendiginde, diisiik molekiil agirligina sahip fraksiyonlarin
antimikrobiyal ozellik gosterdigi ve en yiiksek ACE inhibisyon ozellige sahip
fraksiyonlarin ndtraz enzimi ile elde edildigi bulunmustur.

Noman ve ark. (2019), yilan balig1 etinin enzimatik hidrolizi ile elde edilmis
hidrolizatlarinin hidroliz derecelerinin fonksiyonel 6zelliklere etkilerini incelemislerdir.
Arastirmacilarin sonuglarina gore bulunan su tutma kapasitesi degerleri 1.47-1.58 g su/g
hidrolizat araliginda bulunmus ve hidroliz derecesi ile su tutma kapasitesi arasinda
istatistiksel olarak fark goriillmemistir (p<0.05).

Bayrakli (2019), balik ununu mevsiminde fazla avlanan veya insan tiiketiminde
kullanilmayan baliklardan veya deniz iiriinleri isleyen fabrikalarin atiklarindan tiretilen
ekonomik degeri diisiik bir iiriin olarak tanimlamislardir.

Vazquez ve ark. (2019), ¢esitli balik tiirleri atiklarini alkalaz enzimi kullanarak
hidroliz etmislerdir. Hidroliz kosullar1 ise pH 8.6, sicaklik 60.6°C, E/S ise %1 olarak
secilmistir. Hidroliz siiresi sonunda (4 s) hidroliz derecesi %13, ¢6ziiniir protein miktari

ise %27 olarak bulunmustur.
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Azizi ve ark. (2020), kiitiim balig1 atiklarindan enzimatik hidroliz ile protein
hidrolizati elde etmislerdir. Calismada enzimatik hidroliz optimizasyonu i¢in tepki yiizey
yontemi kullanilarak bir deneme dizayni olusturulmustur. Bagimsiz degiskenler olarak
pH (7.5-8.5), sicaklik (45-55°C), siire (1-3 sa) ve enzim konsantrasyonu (%0.5-1.5)
secilmis, yanit olarak da hidroliz derecesi belirlenmistir. Calisma sonucunda optimum
enzimatik hidroliz kosullar1 pH 8.5, sicaklik 55 °C, enzim konsantrasyonu %1.5 (a/a),
slire ise 3 sa olarak bulunmustur. En yiiksek hidroliz derecesi ise %19.08 olarak
raporlanmistir. Antioksidan aktivite ise hidrolizat konsantrasyonu ile dogru orantili bir
sekilde artmistir. Sonugta, kiitiim baligi atiklarindan elde edilen protein hidrolizatinin
fonksiyonel gida katki maddesi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Mudgil ve ark. (2020), bromelain, kimotripsin ve pronaz E enzimlerini kullanarak
kinoa proteini hidrolizatlar1 elde etmislerdir. Enzimatik hidroliz siiresi 2-6 sa araliginda
belirlenmis ve E/S oran1 1:100 (a/a) kullanilmistir. Hidrolizin pH degeri ise enzimlerin
optimum c¢alisma kosullarina gore secilmistir. Enzimatik hidroliz sonucu elde edilen
hidrolizatlarin hidroliz derecesi, molekiiler agirlik dagilimlari, antidiyabetik ve
antihipertansif ozellikleri belirlenmistir. Sonugta kinoa proteininden elde edilen
peptitlerin, antihipertansif ve tip II diyabette kilit enzimler {izerine etkili oldugu
bulunmustur.

Kocak ve ark. (2020), kegi siitiinden Lactococcus lactis subps. lactis ve
Lactococcus lactis subsp. cremoris kiiltiirlerini kullanarak kegi peyniri tiretmislerdir.
Peynirlerin iiretim asamasinda 3 ayr1 bakteri susu da ekleyerek elde ettikleri peynirlerde
olgunlasma periyotlari boyunca olusan biyoaktif peptitleri incelemislerdir. Sonucta
peynir iiretiminde farkli suslar kullanmanin farkli biyoaktif peptitler olusumuna neden
oldugunu bildirmislerdir.

Bhandari ve ark. (2020), Dipeptidil-karboksipeptidaz olarak da bilinen ACE, renin-
anjiyotensin sistemi iginde anjiyotensin I'den (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-
Leu), damar daralmasina ve ardindan kan basincinda artisa neden olan bir hormon olan
anjiyotensin 1l'ye (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) doniisiimii  katalize ettigini
bildirmislerdir. Ayrica ACE’nin, vazodilator ozelliklere sahip olan Bradykinini de
parcaladigin1  belirtmislerdir. Dolayisiyla, ACE inhibitorlerinin  hipertansiyonu
engelleyerek kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nledigi bilinmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. ACE inhibitorlerinin etki mekanizmasi

Nitrik Oksit

Parcalanma

Mohanty ve ark. (2021), tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada Rohu baligi
atiklarindan alkalaz enzimi kullanilarak enzimatik hidrolizin optimizasyon ¢aligmasi
yapilmistir. Bagimsiz degiskenler olarak E/S orani, hidroliz siiresi ve sicaklik secilmistir.
Hidroliz derecesi iizerine en fazla etkiyi E/S orami gosterirken, diger bagimsiz
degiskenlerin de pozitif yonde lineer etkisi gozlemlenmistir. Ayrica protein
hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri de incelendiginde hidroliz derecesi arttikga EAI
degerinin azaldig bildirilmistir.

Zhang ve ark. (2021), karidese benzeyen bir deniz canlis1 olan Antartika Krilini
pepsin, alkalaz, papain, tripsin ve nétraz enzimleri ile ayr1 ayri hidroliz etmislerdir. Elde
edilen 5 farkli hidrolizat arasindan en yiiksek DPPH radikali (DPPH-) ve hidroksil
radikali (HO-) sliplirme aktivitesine sahip hidrolizatin alkalaz enzimi kullanilarak elde
edilen oldugu bildirilmistir.

Gaikwad ve ark. (2021), uskumru balik atiklarindan protein eldesi icin alkali
ekstraksiyon ile alkalaz ile enzimatik hidroliz yontemlerini kullanmislardir. Proseslerin
optimizasyonu icin sicaklik, karistirma hizi, pH, siire, enzim orani, ¢dziicii miktar1 gibi
degiskenler ile tepki yiizey yontemi ile bir deneme deseni olusturulmustur. En yiiksek

protein veriminin elde edildigi kosullar ile elde edilen balik protein hidrolizati
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piskiirtmeli kurutucuda toz haline getirildikten sonra enzimatik hidroliz optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Sonugta en yiiksek protein verimi (%75) i¢in alkali ekstraksiyon
kosullar1 %64 ¢oziicii miktari, 490 rpm karistirma hizi ve 80 dk olarak raporlanmistir.
Hidroliz derecesinin 6lgiilmesi i¢in TCA yontemi kullanilmis ve en yiiksek hidroliz
derecesine (%71.72), E/S oran1 40 U/ml, 50°C’de, pH 7.7, 40 dK ile ulagilmistir.

Da Silva ve ark. (2021), yaptiklar1 bir ¢alismada, aragtirmalarda siklikla kullanilan
bir mikroalg tiiri olan Spirulina’dan enzimatik hidroliz ile biyoaktif peptitler elde
edilmistir. Elde edilen bu biyoaktif peptitler ekstriizyon yontemi ile iretilen
atistirmaliklarin igerisine ilave edilmistir. Calisma sonucunda Spirulina’dan ekstra
edilmis peptit ilaveli atistirmaliklarin daha yiiksek antioksidan 6zellige sahip oldugu
bulunmustur.

Elavarasan ve Shamasundar (2021), Catla catla, Labeo rohita ve Cirrhinus mrigala
olmak {tizere ii¢ farkli tatli su sazan balig1 etlerinden papain enzimi kullanarak protein
hidrolizatlar1 elde etmislerdir. Enzimatik hidrolizde E/S orani, hidroliz siiresi, sicaklik ve
pH optimizasyonu yapilmistir. Elde edilen hidrolizatlarin hidroliz derecesi ve antioksidan
aktivite Ol¢iimleri yapilmistir. Sonugta elde edilen hidrolizatlarin hidroliz dereceleri
arttikca antioksidan aktivite degerlerinin de arttig1 bildirilmistir.

Agustin ve ark. (2021), balik protein hidrolizatlarinin antioksidan aktivitelerinin
peptitlerin boyutu ve serbest amino asitlerin bilesimiyle iligkili oldugunu bildirmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alismada yilanbas baliginin derisinden elde ettikleri protein hidrolizatlarinda
hidroliz derecesi arttikca DPPH aktivite degeri artmustir.

Fathi ve ark. (2021), tarafindan yapilan bir ¢calismada pirin¢ kepeginden ultrason ve
alkalaz enzimi kullanilarak protein hidrolizatlar1 elde edilmistir. Elde edilen
hidrolizatlarin hidroliz derecesi, antioksidan kapasiteleri, lipaz inhibisyon aktiviteleri
Olciilmiistlir. Sonuglara bakildiginda hidrolizatin hidroliz derecesi %27.35+0.45, DPPH
radikali temizleme aktivitesi %86.55+1.17, lipaz inhibisyon degeri ise %57.57+0.91
olarak bulunmustur.

Idowu ve ark. (2021), balik protein hidrolizati tiretimi ile ilgili hazirladiklar1 bir
aragtirma raporunda balik protein hidrolizatlarinin amino asitler ve peptitler bakiminda
oldukca zengin olduklarin1 ve bir¢ok saglik faydalarina sahip olduklarini bildirmislerdir.
Ayrica Sekil 2.3’de goriildiigii gibi balik deri ve atiklarindan enzimatik hidroliz ile protein

hidrolizat1 liretim semasini vermislerdir.

14



BALIK HAMMADDESI

HOMOIJENIZASYON

ENZIM ILAVESI

HIDROLIZ

ENZIM INAKTIVASYONU

FILTRASYON/SANTRIFUJ

SUPERNATANT

KURUTMA

I BALIK PROTEIN HIDROLIZATI

Sekil 2.3. Balik protein hidrolizat1 iiretim semasi

Kiettiolarn ve ark. (2022), tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada ton balig1 pisirme
suyu konsantresinin tepki yiizey yontemi ile alkalaz enzimi kullanilarak optimizasyon
caligmast yapilmistir. Elde edilen hidrolizatlarin DPPH temizleme aktiviteleri
Olglilmiistiir. Enzimatik hidroliz i¢in optimum kosullar E/S oram1 % 2.2 (a/h), hidroliz
stiresi ise 281 dk olarak belirlenmistir. Farkli kurutma yontemlerinin (dondurarak, sicak
havayla ve vakum ile kurutma), hidrolizatlarin DPPH radikal temizleme aktivitesi ve
amino asit (AA) profilleri tizerindeki etkileri arastirilmigtir. Vakumla kurutulmus
hidrolizatin (VD), DPPH radikal temizleme aktivitesi %81.3 olarak belirlenmis ve bu
hidrolizatlar daha sonra ultrafiltrasyon ile fraksiyonlara ayrilmistir. En yiiksek DPPH
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radikal temizleme aktivitesi VD-1 fraksiyonunda (<5 kDa) bulunmustur. VD-3
fraksiyonu (> 10 kDa), en yiiksek ABTS radikal temizleme aktivitesi gostermistir.

Alahmad ve ark. (2022), tarafindan yapilan bir ¢alismada sazan baliginin
(Hypophthalmichthys nobilis) ficin enzimi ile hidrolizi gergeklestirilmistir. Optimum
hidroliz kosullar1 40°C, %3 E/S orani, pH 6 olarak se¢ilmistir. Hidroliz siiresi ise 1, 3 ve
6 sa olarak belirlenmistir. Elde edilen hidrolizatlarin hidroliz dereceleri hidroliz siiresi ile
dogru orantili olarak sirasi ile %3.36, 17.09 ve 20.15 olarak bulunmustur. Hidrolizatlarin
protein miktarlar1 hidroliz derecesi ile artmis iken EAI degerleri diigmiistiir.

Kari ve ark. (2022), balik ununun amino asit kompozisyonunu inceledikleri
caligmalarinda, balik ununun lizin ve siilfiir igeren metiyonin bakimindan olduk¢a zengin
oldugunu bildirmislerdir.

Bilir ve ark. (2022), tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, deniz salyangozu etinden
(Patella vulgata) elde edilen protein izolatinin alkalaz, flavourzyme enzimleri ile
enzimatik hidrolizi ve ayrica in vitro gastrointestinal sindirimi gergeklestirilmistir. Elde
edilen hidrolizatlarin hidroliz dereceleri, antioksidan kapasiteleri ve ACE inhibisyon
aktiviteleri Olgiilmistir. Ayrica hidrolizatlarin peptit tanimlamasi LC-MS/MS’de
yapilmistir. Hidroliz derecesinin proteolitik enzim kullanilarak elde edilen
hidrolizatlarinda hidroliz siiresi arttik¢a arttig1 bildirilmistir. Tiim hidrolizatlarda yiiksek
oranda ACE inhibisyon ve antioksidan 6zellik belirlenmistir. Gastrointestinal sindirim
sonucu elde edilmis hidrolizatta 38 adet peptit tanimlanmistir. Bu peptitlerin ¢ogunda,
biyoaktivite Ozelliklerini olumlu etkileyen hidrofobik amino asitlerin bulundugu
belirtilmistir.

Dinakarkumar ve ark. (2022), ¢alismalarinda Secutor insidiator adli bir baliktan
papain ve proteinaz K enzimleri kullanarak balik protein hidrolizati elde etmislerdir.
Enzimatik hidroliz kosullar1 proteinaz K ve papain i¢in sirastyla 37°C, pH 7, 120 dk ve
50°C, pH 7, 90 dk olarak se¢ilmistir. Elde edilen protein hidrolizatlarinin besinsel
bilesimi ve fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir. Calismada hidroliz derecesi %0.8 ve
%0.9 olarak bulunmustur. Papain hidrolizatinda en yiiksek ¢oziinebilirlik indeksi (%78)
pH 2, 6, 7, 8, 9 ve 10 da, en yiiksek kopiik olusturma kapasitesi ve emiilsiyon aktivitesi
pH 2 de elde edilmistir. Yag ve su tutma kapasitesi ise en yiiksek %0.2 konsantrasyonda

kaydedilmistir.
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Karami ve ark. (2022), iki farkli fasulye tiirlinden elde ettikleri protein
hidrolizatlarin1 alkalaz ve flavourzyme enzimleri ile hidroliz etmisler ve elde ettikleri
fraksiyonlarin fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklerini incelemistir. Alkalaz enziminin
kullanildigi hidroliz kosullar1 55°C, pH 8, siire 7 sa, %7 E/S oram seklinde
gerceklestirilmistir. Enzimatik hidroliz sonucu hidroliz derecesi Sl¢iilmiistiir. Calisma
sonucunda farkli enzim ve substrat kullanilmasinin elde edilen peptitlerin fonksiyonel ve
biyaktif 6zellikleri lizerine 6nemli etkisi oldugu bildirilmistir. Alkalaz hidrolizatlarinin
diger enzime gore daha kiigiik peptitler icerdigi belirlenmistir. En yliksek antioksidan ve
ACE inhibitor aktiviteye sahip peptitlerin ise flavourzyme ile elde edilen fraksiyonlar
oldugu belirtilmistir.

Bravo ve ark. (2022), farkli sindirim enzimleri kullanarak giivercin bezelyesini
(Cajanus cajan) farkli sindirim enzimleri ve enzim kombinasyonlari ile hidroliz ederek
peptit fraksiyonlari elde etmislerdir. Daha sonra bu fraksiyonlarin bazi biyoaktif
ozelliklerini incelemislerdir. Sonugta elde edilen peptit fraksiyonlarinin %87.5 civarinda
ACE inhibisyon 6zelligi bulunurken, antibakteriyel 6zellik gozlemlenmemistir.

Cao ve ark. (2022), tarafindan yapilan bir arastirmada, Azuki fasulyesi unu ve azuki
fasulyesi hamuru alkalaz ve nétraz enzim karisimlart kullanilarak hidroliz edilmistir.
Enzimatik hidroliz optimizasyonu i¢in 4 farkli E/S oran1 (%1.25, %2.50, %3.75, %5.00),
7 farkli hidroliz siiresi (1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4 sa) secilmis olup sicaklik 50 °C, pH 8.0
olarak belirlenmistir. Enzimatik hidroliz sonucunda hidroliz derecesi belirlenmis,
ardindan molekiil agirhigini belirlemek igin jel kromatografi yontemi kullanilmistir. Elde
edilen fraksiyonlarin ACE inhibisyon 0Ozellikleri ve antioksidan kapasiteleri
belirlenmistir. Sonugta Azuki fasulyesinden elde edilen peptitlerin antioksidan ve
antihipertansif etkileri bulunmus olup fonksiyonel gidalarda kullanilmak iizere
gelistirilebilecegi bildirilmistir.

Wen ve ark. (2022), tarafindan yiiriitilen bir g¢alismada soya fasulyesi
proteinlerinden once alkalaz ardindan nétraz enzimleri kullanilarak peptitler elde
edilmistir. Elde edilen bu peptitlerin tanimlamas1t UHPLC-MS/MS cihazinda yapilmis ve
85 tane peptit fraksiyonu tanimlanmistir. Arastirmanin sonucunda tanimlanan peptitlerin
bliyiik cogunlugunun bagisiklik sistemini diizenleyici etkisi oldugu bildirilmistir.

Kaprasob ve ark. (2022), yaptiklar1 bir arastirmada ¢orek mantari olarak bilinen

Boletus edulis, bromelanin ile hidroliz edilmis ve protein hidrolizati elde edilmistir. Elde
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edilen protein hidrolizatinda hidroliz derecesi % 66.6 olarak tespit edilmistir. Daha sonra
molekiil agirliklarina gore ayristirilan peptit fraksiyonlarinda biyoaktivite testleri
yapilmistir. Sonugta molekiil agirligt 1 kDa’dan diisiik fraksiyonlarin en yliksek
antioksidan ve antihipertansif 6zellige sahip oldugu bulunmustur.

Xiao ve ark. (2022), tarafindan yiiriitilen bir ¢aligmada, tavuk gogiis eti %0.5
alkalaz enzimi kullanilarak 55°C’de 8 sa hidroliz edilmistir. Arastirma sonucunda protein
hidrolizatinin antioksidan o6zellige sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica arastirmada
UHPLC-Q-Orbitrap HRMS ile 22 peptit tanimlanmistir. RWGG, YYCQ ve KAPKL
olmak iizere 3 adet yeni biyoaktif peptit bulunmus ve literatiire eklenmistir. Bu peptitlerin
arasinda en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip peptidin YYCQ oldugu bildirilmistir.

Vésquez ve ark. (2022), gokkusagi alabaliginin i¢ organlarini alkalaz enzimi
kullanarak hidroliz etmislerdir. Elde edilen hidrolizatta daha sonra in vitro
gastrointestinal sindirim gerceklestirilmistir. Sindirim sonucunda elde edilen peptitlerin
biyoaktif 6zellikleri arastirildiginda antioksidan 6zellige sahip olduklar: bildirilmistir.

Abbasi ve ark. (2022), tarafindan yapilmis bir ¢aligmada kinoa proteini alkalaz ve
tripsin enzimleri ile hidroliz edilmistir. Elde edilen hidrolizatlar ultrafiltrasyon ile
molekiil agirliklarma gore fraksiyonlarma ayrilmistir. Olusan peptit fraksiyonlarinin
antioksidan kapasiteleri ve B-glukozidaz inhibisyon aktiviteleri arastirilmistir. Sonugta en
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip fraksiyonlarin alkalaz igin <l10kDa fraksiyonu,
tripsin igin ise 3 kDa> fraksiyonu olarak bulunmustur. f-glukozidaz inhibisyon aktivitesi
icin en yiiksek deger 3 kDa> tripsin fraksiyonunda elde edilmistir.

De Matos ve ark. (2022), tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada siyah circir bocegi
flavourzyme, alkalaz ve nétraz enzimleri ile 2 sa hidroliz edilmistir. Hidroliz edildikten
sonra elde edilen protein hidrolizatlarin antidiyabetik (a-amilaz ve [B-glukozidaz
inhibisyon) ve antihipertansif (ACE inhibisyon) ozellikleri incelenmistir. Caligmanin
sonunda en yliksek a-amilaz, B-glukozidaz ve ACE inhibisyon degerleri sirasiyla %55.5,
%17.07 ve %50.84 olarak bulunmustur.

Zhou ve ark. (2023), japon kaplan karidesi (Marsupenaeus japonicus) kafasindan
elde edilen protein hidrolizatlarinin ACE inhibisyon ve antibakteriyel &zelliklerini
arastirmiglardir. Bu amagla, karides kafalari homojenize edildikten sonra papain enzimi
(enzim/substrat, 10,000 U/g) ile uygun kosullarda (pH 7; 50°C) 4 sa hidroliz edilmistir.
Elde edilen hidrolizat boyut dislama kromatografisi (SEC) ile molekiil agirlig1 tayininin
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ardindan HPLC sistemi ile fraksiyonlarina ayrilmistir. Elde edilen fraksiyonlarin molekiil
agirliklarinin 40,000 Da’dan daha disiik oldugu bulunmustur. Elde edilen 11 farkli
fraksiyonda en yiiksek ACE inhibisyonu (%87.42; 1Cso 0.97 mg/ml) ve antibakteriyel
Ozellik Fo’da izlenmistir. Ayrica Fo fraksiyonu kolon kromatografisi ile 5 farkli alt
fraksiyona ayrigtirllmistir. En yiiksek antibakteriyel 6zelligi Fo-| gostermisken, en yliksek
ACE inhibisyonunu Fg.ii fraksiyonu gostermistir. Son olarak bu iki fraksiyonun LC-
MS/MS ile amino asit dizilimi belirlenmistir. Fo.j fraksiyonun amino asit dizilimi ve m/z
orant Val-Thr—Val-Pro (VTVP) ve 414.47 Da, Fg. fraksiyonun amino asit dizilimi ve
m/z oran1 Ala—Arg—Leu/Ile (ARL/I) olarak tespit edilmistir.

Wahyuningtyas ve ark. (2023), hint gergedan1 bocegi lavrasini papain enzimi ile
hidroliz etmisler ve elde ettikleri hidrolizatlarin su tutma kapasitesini belirlemislerdir.
Arastirmada hidrolizatlarin su tutma kapasitelerinin 1.66-4.24 g su/g hidrolizat

araliklarinda oldugu raporlanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullamlan balik unu, Giimiisdoga (Milas/MUGLA) firmasindan temin
edilmistir. Alkalaz enzimi (2.4 AU/g) Novozyme (Danimarka) firmasindan alinmustir.
Analizlerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta ve spesifikasyonlara
uygun olarak Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ve Sigma (Sigma Chemical
Company, MO, ABD) firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Tasarimi

Bu tez calismasinda, balik unundan enzimatik hidroliz ile protein hidrolizatlari
eldesinin deney tasarimi, deneysel tasarim yontemlerinden birisi olan tepki yiizey
yontemine (RSM) gore tasarlanmigtir. Bu yontemde ilk asama, bagimli (tepki)
degiskenler tizerine etkili oldugu diisiintilen bagimsiz degiskenleri ve bu degiskenlerin
seviyeleri belirlemektir. Bagimli degiskenler literatiire dayanarak enzim/substrat (E/S)
orani (%1-3) ve hidroliz siiresi (60-180 dk) olarak belirlenmistir. Cizelge 3.1’de

gosterilen deneysel tasarima gore enzimatik hidroliz gergeklestirilmistir.

3.2.2. Balik Ununun Fizikokimyasal Analizleri
3.2.2.1. Nem Tayini

Balik unu 6rneklerinin kuru madde miktar1t AOAC standart metot No: 925.23’¢
gore yapilmistir. Elekten gecirilmis balik unu, dnceden darasi alinmis numune kabina
yaklasik olarak 5 g tartilmis ve 105°C sicaklikta sabit tartima gelene kadar etiivde
tutulmustur. Daha sonra desikatérde oda sicakligina gelince kadar bekletilmis ve tartim

alimmugtir. Balik ununun % nem miktari1 denklem 3.1 kullanilarak hesaplanmigtir (AOAC,

2005).

(Wy—W5)x100
W,

%Nem miktar: = (3.2)
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W1: Ornegin ilk agirhig (g)
W: Ornegin son agirhig (g)

Cizelge 3.1. Balik Unundan Enzimatik Hidrolizin Deneysel Tasarimi

DEGISKEN KOD -a -1 0 +1 +a
Enzim/Substrat (%) X1 0.59 1 2 3 341
Hidroliz Siiresi (dk) X2 3515 60 120 180 204.85

-a:-1.412 +a:+1.412
Deneme Faktor 1 Faktor 2
E/S (%) Siire (dk)
1 2.00 120.00
2 2.00 120.00
3 2.00 204.85
4 3.41 120.00
5 2.00 120.00
6 3.00 60.00
7 1.00 180.00
8 2.00 120.00
9 1.00 60.00
10 0.59 120.00
11 3.00 180.00
12 2.00 35.15
13 2.00 120.00

3.2.2.2. Kiil Tayini

Balik unu orneklerinin kiil tayini AOAC standart metot No: 945.46’ya gore
yapilmistir. Elekten gecirilmis balik unu yaklasik olarak 3 g tartilmis ve darast alinmis
krozelere konulmustur. Daha sonra 6rnekler 550°C’de kiil firrinda 5 sa kadar yakilmustir.
Kiil firinindan almman 6rnekler desikatére alinarak oda sicakligina gelinceye kadar
bekletilmistir. Son tartim alinarak denklem 3.2 kullanilarak % kiil miktar1 hesaplanmistir
(AOAC, 2005).

(W1 —W5)x100

% Kl miktar: = "
1

(3.2)

Wi: Ornegin ilk agirligi (g)
W>: Ornegin son agirhig (g)
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3.2.2.3. Protein Tayini

Balik ununun ve protein hidrolizatlarin % protein tayini AOAC standart metod No:
945.18’¢ gore kjeldahl metodu kullanilarak yapilmistir. Distilasyon sonucu olusan
amonyak, standart bir mineral asit ile titre edilerek denklem 3.3 kullanilarak toplam azot
miktar1 hesaplanmistir. Daha sonra toplam azot miktarinin 6.25 ile ¢arpilmasi sonucu

denklem 3.4’°de goriildiigii gibi % protein miktar1 bulunmustur (AOAC, 2005).

%Azot = (V — Vi) X N X 0.014/m(g) x 100 ...(3.3)
%Protein = % Azot X 6.25 ...(3.4)

V: Ornek icin harcanan asit sarfiyat:

Vier: KOr i¢in harcanan asit sarfiyati

3.2.2.4. Yag Tayini

Balik unu orneklerinin yag tayini AOAC standart metot No: 920.39’a gore
yapilmistir. Yaklasik olarak 5 g elenmis balik unu 6rnegi soxhlet kartusuna alinmis ve
soxhlet diizenegine yerlestirilmistir. Uzerine 200 ml dietil eter ilave edildikten sonra 6 sa
boyunca yikanmistir. Daha sonra darast alinmis balon igerisinde toplanan yag 40°C’ye
ayarli rotary evaporatorde kalinti dietil eter uzaklasincaya kadar bekletilmistir. Elde
edilen yag, etiivde bekletilmis ve desikatorde sogutulduktan sonra tartim yapilmistir. %
Yag miktarin1 hesaplamak i¢in denklem 3.5 kullanilmistir (AOAC, 2005).

Mp—My

%Yag = -
% g Ornek Miktart (g)

X 100 ...(3.5)

Mz1: Kabin baglangi¢ agirligi (g)
M2: Kabin son agirligi (g)
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3.2.2.5. Karbonhidrat Degeri Hesaplamasi

Karbonhidrat degerleri % bilesimden gidilerek analizle bulunan nem, kiil, protein
ve yag miktarlar1 toplanip denklem 3.6’da goriildiigii gibi 100’den ¢ikarilarak
hesaplanmistir (Capuano, 2018).

%Karbonhidrat = 100 — (%nem + %protein + %yag + %kiil) ...(3.6)

3.2.2.6. Enerji Degeri Hesaplamasi

Enerji degerleri, besin dgelerinin sagladigi enerji degerleri toplanarak denklem 3.7

kullanilarak hesaplanmistir (Capuano, 2018).

Enerji(kcal) = 4 (%karbonhidrat + %protein) + 9(%yag) ...(3.7)

3.2.2.7. Element Analizi

Balik ununda element analizi NMKL 161: 1998 metodundan modifiye edilmistir.
On hazirlik islemi i¢in, balik unu &rnegi mikrodalga firinda nitrik asit ile yakilmustr.
Analizde MARS XPress (CEM, ABD) mikrodalga yakma sistemi kullanilmistir. Bu
amagla 0.5 g elenmis balik unu 6rnegi teflon yakma tiipleri icerisine alinmis, iizerine 8
ml nitrik asit (HNO3) ve 2 ml hidrojen peroksit (H202) eklenmistir. 30 dk bekletildikten
sonra kapaklari kapatilip mikrodalga cihazina yerlestirilmistir. Mikrodalga yakma
program: 1200 W, 170°C ve 10 dk olarak ayarlanmistir. Sicaklik 50°C’nin altina
diistiikten sonra teflon tiipler agilmis ve gaz ¢ikisinin bitmesi beklenmistir. Sogutma
tamamlandiktan sonra her tiipe 5 ml ultra saf su eklenerek 50 mI’lik falkon tiiplere kiilsiiz
(ashless) siizgeg kagidi kullanarak siizme islemi yapilmistir. Ultra saf su ile son hacim 25
ml’ye tamamlanmistir. Yakilan numune elemente gére AF (Alev Spektrometresi, PG
Instruments), AAS (Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi, Analytik Jena) ve ICP-MS
(Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi, Analytik Jena) cihazinda okunmustur
(Sekil 3.1). Cihaz sartlar1 ise Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Sekil 3.1. Mikrodalga Firin ve ICP-MS

Cizelge 3.2. Balik Ununda Aranan Elementler ve Cihaz Sartlar

Element Cihaz Kullamlan Gaz Standart Calisma Arahgi
Potasyum (K) AF LPG 0-100 (ppm)
Kalsiyum (Ca) AF LPG 0-100 (ppm)
Sodyum AF LPG 0-100 (ppm)
Magnezyum (Mg)  AAS Hava-CzH: 0-10 (ppm)
Mangan (Mn) AAS Hava-C2H: 0-2 (ppm)
Demir (Fe) AAS Hava-C2H: 0-2 (ppm)
Bakir (Cu) AAS Hava-C2H: 0-2 (ppm)
Cinko (Zn) AAS Hava-CzH: 0-1 (ppm)
Silisyum (Si) AAS Azot protoksit-CoHz  0-2 (ppm)
Kursun (Pb) ICP-MS Argon/Helyum 0-10 (ppb)
Kadmiyum (Cd) ICP-MS Argon/Helyum 0-100 (ppb)
Civa (Hg) ICP-MS Argon/Helyum 0-5 (ppb)

3.2.2.8. Mikotoksin Analizleri

Balik ununda bulunan Aflatoksin B1 ve Toplam Aflatoksin (G1+G2+B1+B2)
analizi i¢in AOAC 999.07 yontemi kullanilmistir (Sekil 3.2).

Toplam aflatoksin analizi i¢in; 50 g balik unu 6rnegi lizerine 4 g NaCl ilave
edildikten sonra iizerine 60 ml ultra saf su ve 240 ml metanol ilave edilmistir.
Calkalayicida 30 dk karistirildiktan sonra kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siiziintiiden
10 ml alinip 60 ml PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi ile karistirilmigtir. Daha sonra bu karisim daha
once 10 ml PBS ile sartlandirilmis immiinoaffinite kolondan (IAK) gecirilmistir. Daha
sonra kolondan 15 ml ultra saf su gegirilmistir. Eliisyon asamasinda 1.375 ml metanol,
daha sonra 1.925 ml ultra saf su gegirilmis ve HPLC’ye (Shimadzu, JAPONYA)

enjeksiyon yapilmstir.
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Sekil 3.2. Aflatoksin Analizinde kullanilan PBS tampon ve IAK

HPLC’de kantifikasyon i¢in 6 farkli aflatoksin konsantrasyonlarinda standartlar
enjekte edilip pik alanina gore kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.3)

25
y = 0.9989x +0.0291
2 _

=20 R?=0.9974
Qo
=
£ 15
7
i
£ 10
a
s
2 5

0

0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ppb)

Sekil 3.3. Toplam aflatoksin kalibrasyon grafigi

HPLC sartlart:

Inert Sustain C18 kolon (4.6mm x 150mm x 5um)

Kobra Cell (R-Biopharm) tiirevlendirici

Floresans Dedektor: Excitation 360 nm, Emission 420 nm
Kolon Firini: 40 °C

Enjektor : 100 ul lik loop

Akis Hizi: 1.000 ml / dk

AN NN N NN
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v' Mobil faz: Saf Su:Metanol (550 : 450 / v:v) igerisinde 120 mg KBr ve 350 ul Nitrik
Asit (4N)

Balik ununda bulunan Okratoksin A analizi i¢in R-Biopharm, A20-P14.V9 yontemi
kullanilmistir. Yonteme gore 50 g 6rnek ¢elik blender haznesine alinip lizerine 60 ml ultra
saf su ve 140 ml metanol ilave edilmistir. Blender 30 sn yiiksek hizda calistirilip
homojenizasyon gerceklestirilmistir. Daha sonra karisim kaba filtre kagidinda
stiziilmiistiir. Stiziintiiden 10 ml alinip tizerine 40 ml PBS eklenmistir. Daha sonra bu
karisimin 20 ml’si immiinoaffinite kolondan (IAK) gecirilmistir. Daha sonra kolondan 10
ml PBS ardindan 10 ml ultra saf su gegirilmistir. Eliisyon asamasinda 1.5 ml metanol,
ardindan 1.5 ml ultra saf su gecirilmis ve HPLC’ye (Shimazdu, Japonya) enjeksiyon
yapilmistir  (Sekil 3.4). HPLC’de kantifikasyon igin 6 farkli okratoksin a
konsantrasyonlarinda standartlar enjekte edilip pik alanina goére kalibrasyon egrisi

cizilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.4. Toksin analizlerinin gergeklestirildigi HPLC sistemi

HPLC sartlart:
Inert Sustain C18 kolon (4.6mm x 150mm x S5pm)
Floresans Dedektor: Excitation 350 nm, Emission 450 nm
Kolon Firini: 40 °C
Enjektor : 100 ul lik loop
Akis Hizi: 1.000 ml / dk
Mobil faz: Asetonitril/Saf Su/Asetik Asit (99/99/2 viviv)

AN N N N
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Sekil 3.5. Okratoksin A kalibrasyon grafigi

3.2.3. Balik Unundan Enzimatik Hidroliz ile Protein Hidrolizat1 Eldesi

Balik unundan enzimatik hidroliz ile protein hidrolizati eldesini gosteren akis
semas1 Sekil 3.6’da verilmistir. Firmadan tedarik edilen balik unu 6ncelikle 2.5 mikron
capmna sahip celik bir elek kullanilarak elenmistir. Balik unu, su ile karistirilarak
homojenize edilmistir. Bu amagla 1:10 (a/h) oraninda balik unu:saf su manyetik
karistiricida  (Heidolph, Almanya) 8 saat homojenize edilmistir. Balik unu-su
stispansiyonunun pH’st 2 M NaOH ile 8.0’a ayarlanmistir. Daha sonra erlenlere
alindiktan sonra igerisine X1 degiskenleri oranlarinda E/S (%) olacak sekilde alkalaz
enzimi ilave edilmistir. Ornekler c¢alkalamali inkiibatére (Daihan Scientific,
Thermostable 1S20, Kore) yerlestirilmis, sicaklik 50°C’de, karigtirma hizi ise 100 rpm’de
sabit tutulup hidroliz gergeklestirilmistir (Sekil 3.7) X2 degiskeni olan hidroliz
siirelerinde ornekler alinmistir. Alinan 6rneklerdeki enzim aktivitesini durdurmak icin
ornek tiipleri 95°C’de 15 dk suda bekletilmistir. +4 °C'de 4000 rpm'de 20 dk santrifiij
(Beckman Coulter, Allegra X-10, ABD) edilmis, siipernatant kismi alinmistir. Hidroliz
derecesi ve ¢Oziiniir protein analizi i¢in hidrolizatlardan ornekler alinmis ve geri kalan

stipernatantlar liyofilize edilmis (Teknosem, Toros TRS), -20°C’de saklanmustir.
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Balik unu 6rnegi 2.5 mikron ¢apina sahip elekten
gecirilmistir.

1:10 oraninda balik unu: su karigimi hazirlanmig ve 8 sa boyunca manyetik
karistiricida karistirilmastir.

Su-balik unu karigimi 1 gece +4°C'de bekletilmistir.

Karisimin pH degeri 2 M NaOH ile 8.0'a ayarlanmustir.

Tepki Yiizey Yontemi (RSM) ile belirlenmis Enzim/Substrat (%)
oranlarinda Alkalaz enzimi ilave edilmistir.

« i
SN

Tepki Yiizey Yontemi (RSM) ile belirlenmis hidroliz siirelerinde (dk)
¢alkalamali inkiibatérde 50 °C'de hidroliz islemi gergeklestirilmistir.

Enzimleri inaktive etmek i¢in kaynar suda 15 dk bekletilmistir.

Ornekler +4°C'de 4000 rpm'de 20 dakika santrifiij edilmis,
stipernatant kismi alinmustir.

&
<

Hidroliz derecesi tayini
Coziiniir protein tayini Liyofilize edilerek -20°C'de saklanmustir.

Protein Miktar1 Analizi
Biyoaktivite Ozellik Analizleri (Antihipertansif, antioksidan, antidiyabetik, antiobezite etki analizleri)
Fonksiyonel Ozellik Analizleri (EAI, ESI, képiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi, yag ve su

baglama analizleri)

Sekil 3.6. Enzimatik hidrolizin akis semasi
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Sekil 3.7. Enzimatik hidroliz

3.2.4. Hidroliz Derecesi Tayini

Nielsen ve ark., (2001), tarafindan gelistirilen OPA metodunda kiiciik
modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Balik protein hidrolizatlarinda toplam
peptit sayis1 (htot) 8.6 meq/g olarak kabul edilmistir (Adler-Nissen, 1986).

100 ml Orto-phthalaldehyde (OPA) reaktifinin hazirlanmasi igin; 1.905 g disodyum
tetraborat dekahidrat, 150 mg sodyum dodesil fosfat (SDS), 80 mg OPA (2ml etanolde
¢Ozdiiriilmiis), 88 mg dithiothreitol (DTT) kullanilmistir. Hazirlanan OPA reaktifi 10 dk
ultrasonik su banyosunda bekletilerek tamamen ¢ozlinmesi saglanmistir. Kimyasal
karisim bekletilmeden kullanilmis ve analiz esnasinda karanlik ortamda, koyu renkli
sisede oda sicakliginda muhafaza edilmistir. DH analizinde, tiiplere 400 pl ornek
eklenmis daha 6 ml OPA reaktifi eklenip vortekslenmis ve 2 dk inkiibasyonun ardindan
spektrofotometrede (Jasco, JAPONYA) 340 nm’de absorbans oOl¢iilmiistiir. Serin
standardi i¢in ise 10 mg/100 ml serin amino asit ¢ozeltileri hazirlanmis ve yukaridaki

islemler standart i¢in tekrar edilmistir. K&r okumasi icin ise 6rnek yerine saf su ilave
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edilip okuma yapilmigtir. Tiim okumalar kuartz kiivetlerde ve 3 paralelli olarak

yapilmustir (Sekil 3.8). Hidroliz derecesi denklem 3.8 ve 3.9 kullanilarak hesaplanmuistir.

Asrnek—Akér

1 Agtandart—4Ks XCstandartXSf
Serin — NH2 meqv/g (h) = =stender—x

..(38)

(Asmer: Ornegin absorbans degeri; Awsr: Kor denemenin absorbans degeri; Astandart
Standart ¢ozeltinin absorbans degeri; sf: seyreltme faktorii; P: Cozeltideki protein miktart

(9/L), Cstandart: Standart olarak kullanilan serin konsantrasyonu (meqv/L))

%DH = —

x 100 ...(3.9)

tot

h: hidroliz edilmis peptit bag1 sayisi
htot: toplam peptit bagi sayisi (8.6)

Sekil 3.8. Hidroliz derecesinin 6l¢iimii i¢in kullanilan UV-Vis Spektrofotometre ve
kimyasal malzemeler

3.2.5. Coziiniir Protein Tayin

Coziiniir protein tayini Lowry yontemine gore yapilmistir (Lowry, 1951). Bu
yontemin esas1 soyledir. Bazik ortamda Cu*?, proteinlerin peptit baglar1 ile kompleks

olusturarak Cu*’e indirgenmesi, indirgenen bakirin protein zincirindeki triptofan, sistein
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ve tirozin aminoasitlerinin  Folin-fenol reaktifini indirgemesiyle mavi renk
olusturmasidir.

0.1 N NaOH igerisinde %2 Na,COgz hazirlanarak A ¢6zeltisi hazirlanmistir. B
¢ozeltisi i¢in saf suda %1 CuSO4.5H,0 hazirlanmustir. C ¢ozeltisi i¢in ise %2°1lik sodyum-
potasyum tartarat hazirlanmistir. D ¢ozeltisi i¢in 0.25 ml B ¢ozeltisi + 0.25 ml C ¢ozeltisi
karistirilmistir. E ¢ozeltisi igin ise 0.25 ml D ¢ozeltisi + 12.5 ml A ¢ozeltisi karistirilmistir
Standart BSA ¢6zeltisi saf su ile hazirlandiktan sonra 5 farkli noktada kalibrasyon grafigi
cizilmistir (Sekil 3.9). Analiz edilecek protein igeren drnekten 10 pl alinip, 190 ul 0.1 N
NaOH-%0.1 SDS c¢ozeltisi ile 200 pl ye seyreltilerek baziklestirilmistir. 1 ml E ¢ozeltisi
ilave edildikten sonra karisim hemen vortekslenmis ve 5-10 dk kadar bekletilmistir. 1:1
oraninda saf suyla seyreltilmis Folin reaktifinden bu standartlara ve 6rnege 100 pl ilave
edilmis ve hemen vortekslenmistir. Standart ve 6rnek karisimlar1 30 dk inkiibe edildikten
sonra 650 nm’deki absorbans degerleri okunmustur. Kalibrasyon grafiginden 6rnek icin
elde edilen konsantrasyon degeri, bu islemdeki seyreltme faktorii olan 20 ile garpilarak

protein igerigi bulunmustur.

1,2

BSA -

0,8
y =2.129x + 0.0543
0,6 R?=0.9957

Abs

0,4

0,2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.9. BSA’nin kalibrasyon grafigi
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3.2.6. Balik Unu Proteini ve Hidrolizatlarinin Biyoaktif Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.6.1. ACE inhibisyon Aktivitesi (Antihipertansif Etki) Tayini

Protein hidrolizatlarinin ve peptit fraksiyonlarinin ACE inhibisyon aktivitesi
Jamdar ve ark., (2010)’nin kullandiklart metotta modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir.
Bu metodun temeli Hippuryl-histidyl-leucine’nin (HHL) ACE ile hidrolizi sonucu olusan
hippiirik asit miktarin belirlenmesine dayanmaktadir. Bu amagla HHL (5SmM) 0.3 M
NaCl igeren 0.1 M sodyum borat tamponu (pH 8.3) igerisinde ¢6ziindiiriilmiistiir. Daha
sonra bu ¢ozeltiden 100 pl alinip tizerine 25 pl protein hidrolizati ¢ozeltisi (1 mg 6rnek/1
ml sodyum fosfat tamponu) eklenmistir. Bu karisim 37°C’de 10 dk inkiibe edildikten
sonra lizerine 10 pl ACE (100 mU/ml) eklenmis ve karistirilmistir. Daha sonra 37°C’de
30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu durdurmak igin tiiplere
100 ul 1M HCI eklenmistir. Olusan hippiirik asitin ektrakte edilmesi igin tiiplere 1 ml etil
asetat eklenmistir. Tiipler 15 sn vorteks (Lab312, TURKIYE) ile karistirilmis ve 10 dk
bekletilmistir. Daha sonra iist kisimda olusan organik fazdan tiipe 800 pl alinmis ve
95°C’de 20 dk kurutma yapilmistir. Kalmti 1 ml saf su ile ¢oziindiiriilmis ve
spektrofotometrede (Jasco, JAPONYA) 228 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiistiir. ACE
inhibisyon aktivitesi (%) denklem 3.10 kullanilarak hesaplanmistir.

% ACE inhibisyon aktivitesi = (1 —5%) x 100 .(3.10)
k

Ax: ACE+HHL absorbansi
As: ACE+HHL+Ornek absorbansi

3.2.6.2. Antioksidan Aktivitesi Tayini

Peptitlerin in vitro antioksidan aktivitelerini Ol¢mek i¢in bircok metot
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, en sik kullanilan yontemlerden DPPH radikali temizleme

aktivitesi ve ferrik iyonu indirgeme kapasitesi (FRAP) yontemleri kullanilmistir.
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3.2.6.2.1. DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) Radikal Temizleme AKktivitesi
Tayini

DPPH radikali temizleme aktivitesi Godinho ve ark., (2016)’in yonteminde bazi
degisiklikler yapilarak oOlc¢lilmiistiir. Spektrofotometrik olarak gerceklestirilen analiz;
koyu menekse renkli radikalin, proton veya elektron verebilme yeteneginde bir
antioksidanla reaksiyona girmesi sonucu renginin acilmasi esasina dayanmaktadir (Sekil
3.10). Protein hidrolizatlarindan 2 mg/ml hazirlanmis karisimlardan 1 ml alinmis ve
lizerine taze hazirlanmis 0.1 mM %95 metanolde hazirlanmis 1 ml DPPH ¢ozeltisi
eklenmistir. Karisim vorteks ile iyice karistirilmis ve oda sicakliginda karanlikta 30 dk
bekletilmistir. Daha sonra 6rneklerin spektrofotometrede (Jasco, JAPONYA) 517 nm’de
absorbanslar1 Olciilmiistiir. Kontrol drnekleri i¢in tliplere protein hidrolizati karigimi

yerine metanol eklenmistir.

~-@©—~0‘1+ A-H - N-N«%i>—uo2 + A"
H
o v

DPPH radikali

Sekil 3.10. DPPH radikalinin indirgenmesi

Ormeklerin DPPH radikali temizleme aktivitesi denklem 3.11 kullanilarak

hesaplanmustir.
% inhibisyon = (1 — %) x 100 .(3.11)
k

As: Protein karigimi eklenmis 6rnegin absorbansi

Ax: Kontrol 6rneginin absorbansi

3.2.6.2.2. Ferrik Iyon indirgeme (FRAP) Yéntemi ile Antioksidan Aktivite Tayini

Fe*® ferrik iyonunun Fe*? iyonuna indirgenmesi renkli bir bilesik olan ferrous-

tripyridyltriazine kompleksinin olusmasina neden olmaktadir (Sekil 3.11). Protein
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hidrolizatlariin Fe*? Fe*? doniisiimiine olan etkisine gore indirgeme giicii tayini (FRAP)

Ketnawa ve ark., (2017)’nin metodunda bazi1 degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir.

) % 2
(; FE(HI) 5 antnoksndan (/[\v FE(II) 5
\ .

Fe(l)(TPTZ)* [Fe()(TPTZ))?*,

A=593 nm
Sekil 3.11. Fe*® iyonunun Fe*?’ye indirgenmesi

Sodyum asetat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2.46 g sodyum asetat tartilarak 100 ml saf
su ile balon hacmine tamamlanmistir. 300 mM asetik asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1.8 g
asetik asit alinarak 100 ml saf su ile balon hacmine tamamlanmistir. 300 mMM asetik asit
¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1.8 g asetik asit alinarak 100 ml saf su ile balon hacmine
tamamlanmistir. 300 mM asetat tamponu (40 ml sodyum asetat ¢ozetlisi lizerine 300 mM
asetik asit ¢oOzeltisi) pH 3.6’ya ayarlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir. Stok
cozeltiler i¢in 10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin) ¢ozeltisi (40 mM HCl’de
hazirlanmis) ve 20 mM ferrik kloriir ¢ozeltisi (FeCls.6H20) hazirlanmistir. Cozeltiler
hazirlandiktan sonra analizin yapilacag: giin taze olarak asetat tamponu: TPTZ ¢ozeltisi:
Ferrik kloriir ¢ozeltisi 10:1:1 (v/v/v) oranlarinda karistirilmistir.

Protein hidrolizatlarinin ¢ozeltileri (2 mg/ml) 37°C’de 10 dk inkiibasyona
birakilmigtir. Ardindan bu ¢ozeltilerden 1 ml alinip tizerine 2 ml FRAP ¢6zeltisi eklenip
vorteks ile iyice karistirilmis ve tiipler karanlikta 30 dk bekletilmistir. Daha sonra
orneklerin absorbansi spektrofotometrede 593 nm’de Olgiilmiistiir. Kér numune ig¢in
protein hidrolizat ¢ozeltisi yerine saf su kullanilmistir. Orneklerin FRAP indirgeme
giicleri Trolox ile ¢izilen kalibrasyon egrisinden (40-190 mg/L), mM Trolox’a esdeger
olacak sekilde hesaplanmistir (Sekil 3.12).
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y =0.0052x + 0.0171

0,8

Absorbans
o
o

o
~

0,2

20 70 120 170

Trolox kons. (mg/L)

Sekil 3.12. Trolox kalibrasyon egrisi
3.2.6.3. a-Amilaz Inhibisyon Aktivitesi (Antidiyabetik Etki) Tayini

Protein hidrolizatlarinin a-amilaz inhibisyon aktivite Ol¢imii Arise ve ark.,
(2016)’nin kullandiklart metotta bazi1 degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir. Buna
gore, toz haline getirilmis hidrolizatlardan 2 mg/ml ¢ozeltiler hazirlanmistir. Amilaz
cozeltisi (0.5U/ml) 6 mM NaCl igeren 20 mM sodyum fosfat tamponuyla (pH 6.9)
hazirlanmistir. 125 pl protein hidrolizati igeren karigimdan alinip iizerine 125 pl amilaz
cozeltisi eklenmis ve iyice karistirildiktan sonra 37°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis nisasta ¢ozeltisinden (1 g/100 ml) 125
ul eklenmis ve 37°C’de 20 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda tiiplere 250 pl di-
nitrosalisilik asit (DNS) ¢ozeltisi (40 mM DNS, 1.0 M sodyum fosfat tartarat tetrahidrat,
0.4 M NaOH) eklenmis ve kaynar suda 5 dk bekletilmistir. Tiipler soguduktan sonra
tizerlerine 2.5 ml saf su eklenip 540 nm’de spektrofotometrede (Jasco, JAPONYA) kore
kars1 absorbanslar Olclilmiistiir. Kor olarak ayni tiiplerde enzim yerine tampon ¢ozelti
eklenmis tiipler kullamilmistir. % oa-amilaz inhibisyon aktivitesi denklem 3.12

kullanilarak hesaplanmaistir.
% a — amilaz inhibisyon aktivitesi = % %X 100 .(3.12)

0

Ao: inhibitorsiiz enzim aktivitesi
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Ai: inhibitorlii enzim aktivitesi

3.2.6.4. Pankreatik Lipaz Inhibisyon Aktivitesi (Antiobezidik Etki) Tayini

Protein hidrolizatlarinin pankreatik lipaz inhibisyon aktivitelerinin tayini Gonzalez-
Noriega ve ark., (2022)’nin belirledikleri yonteme gore yapilmistir. Buna gore pankreatik
lipaz ¢6zeltisi (10 mg/ml) 75 mM Tris-HCI tampon ¢6zelti (pH 8.5) ile hazirlanmistir. Bu
¢ozelti analizin yapilacagi giin taze olarak hazirlanmistir. 1620 pl tampon ¢ozelti, 120 pl
enzim ¢ozeltisi ve 160 ul protein ¢ozeltisi (3 mg/ml) karigtirllmis ve 37°C’de 25 dk
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra etanolde hazirlanmig 3,3 mM p-nitrofenilpalmitat
¢ozeltisinden 10 pl eklenmis ve 37°C’de 15 dk daha inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
ornegi i¢in protein hidrolizati ¢ozeltisi yerine 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.5) ilave edilip
analiz yapilmistir. Enzim kullanilmadan hazirlanan ornek ise kor ornek olarak
kullanilmistir. Orneklerin absorbans1 405 nm’de spektrofotometrede (Jasco, JAPONYA)

Olglilmiistiir. % inhibisyon denklem 3.13 kullanilarak hesaplanmuistir.

% lipaz inhibisyon aktivitesi = (1 — (M)) x 100 .(3.13)

Ax—Apk

As: Ornek+enzim absorbansi
Aps: kor 0rnek absorbansi
Apk: enzimsiz ve orneksiz absorbans

Ax: kontrol 6rneginin absorbansi

3.2.7. Bahk Unu Proteini ve Hidrolizatlarimn Fonksiyonel Ozelliklerinin
Belirlenmesi

3.2.7.1. Emiilsifikasyon Aktivitesi ve Emiilsiyon Stabilitesi Tayini

Hidrolizatlarin emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emiilsiyon stabilite indeksi
(ESI) Liu ve ark., (2018)’nin ¢alismasinda bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir.
Dondurularak kurutulmus hidrolizatlardan 10 mg/ml (%1) protein olacak sekilde PBS ile
(0.01 M, pH 7.4) ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden 30 ml alinip tizerine 10 ml musir
yagi eklenmistir. Karigimlar Ultra-Turrax homojenizasyon cihazi ile (Daihan HG-15A,

KORE) 20.000 rpm’de 1 dk siire ile karistirilmigtir. Karigimlarin alt kismindan 0. ve 15.
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dakikalarda 50 pl alinip 5 ml’ye %0.1°lik SDS ¢ozeltisi ile seyreltilerek tiip karistiric
(Lab312, TURKIYE) ile iyice karistirilmistir. Daha sonra 500 nm dalga boyunda UV-Vis
Spektrofotometre (Jasco, JAPONY A) ile absorbanslari dl¢iilmiistiir. EAI ve ESI sirasiyla
denklem 3.14 ve 3.15 ile hesaplanmstir.

EAI (m?/g) = (2 x 2,303 xAyxD)/ CX® .(3.14)

Ao: 500 nm dalga boyunda 0. dakikadaki absorbans
Au1o: 500 nm dalga boyunda 10. dakikadaki absorbans
®: Emiilsiyondaki yag hacmi (0.25)

D: Seyreltme faktorii (100)

C: Proteinin baslangi¢ konsantrasyonu (g/ml)

At: 10 dk

AA: Ao — A1

3.2.7.2. Kopiik Olusturma Kapasitesi ve Stabilitesi Tayini

Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi tayini Tekle ve ark., (2022)’nin
calismasinda baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Dondurularak kurutulmus
hidrolizatlardan % 0.5 a/h oraninda saf su ile hazirlanan karisimlardan 6lgiilii bir behere
50 ml alinip Ultra-Turrax cihazi ile (Daihan HG-15A, KORE) 16.000 rpm’de 1 dk siire
ile homojenize edilmistir. Kopiik hacimleri 0. ve 10. dakikalarda ol¢iilmiistiir. Kopiik
olusturma kapasitesi 0. dakikada meydana gelen kopiik genlesmesini belirtirken, kopiik
stabilitesi ise 10. dakikada olusan kopiik genlesmesini ifade eder. Kopiik genlesmesi

denklem 3.16 ile hesaplanmastir.

Kopuk Genlesmesi(%) = ((A— B)/B) x 100 ..(3.16)

A: Farkli zamanlarda 6lgiilen hacim (ml)

B: Homojenizasyondan 6nce 6lgiilen hacim (ml)

37



3.2.7.3. Yag Baglama Kapasitesi Tayini

Yag baglama kapasitesi tayini Noman ve ark. (2018)’nin ¢alismasinda kullanilan
metotta bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Buna gore, 0.5 g hidrolizat santrifiij
tiipiine alinip tizerine 10 g musir yag1 eklenmistir. Daha sonra tiipler 60 sn vorteksde
(Lab312, TURKIYE) karstirilmis ardindan 4000 rpm’de 30 dk santrifiij (Beckman
Coulter, Allegra X-10, ABD) edilmistir. Stipernatant aliip kalint1 tartilmis ve yag
baglama kapasitesi denklem 3.17’ye gore hesaplanmistir.

Wi

Yag Baglama Kapasitesi (g yag/g hidrolizat) =W2W;

0

.(3.17)

Wo: hidrolizatin agirligi (g)
W1: hidrolizat + santrifiij tiiptiniin agirhgi (g)

W2 santifiij sonras1 kalint1 + santrifiij tiipiiniin agirhigi (g)

3.2.7.4. Su Tutma Kapasitesi Tayini

Protein hidrolizatlarinin su tutma kapasitesi, santrifiijj metodu ile Noman ve
arkadaglarinin (2018) kullandiklar1 yontemde baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir.
50 ml’lik santrifiij tiipiine 0.5 g hidrolizat ve 10 ml distile su eklenmis, 60 sn vorteksde
karnigtinnlmistir. Karisimlar oda sicakliginda 6 sa bekletildikten sonra 4000 rpm’de 30 dk
santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-10, ABD) edilmistir. Siipernatant alinip kalinti
tartilmig ve su tutma kapasitesi denklem 3.18 ile hesaplanmustir.

Wr—Wy

Su Tutma Kapasitesi (g su/g hidrolizat) = .(3.18)

0

Wo: hidrolizatin agirligi (g)
W3: hidrolizat + santrifiij tiipiiniin agirligi (g)

W, santifiij sonras1 kalint1 + santrifiij tlipliniin agirlig1 (g)
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3.2.8. Bahk Unu Hidrolizatlarmm Biyoaktif ve Fonksiyonel Ozelliklerinin
Optimizasyonu

Balik unu hidrolizatlarinin biyoaktif ve fonksiyonel 6zelliklerinin optimizasyonu
Design Expert 7.0 yaziliminin niimerik optimizasyon yontemi ile yapilmistir (Myers ve
ark., 2016). Yontemin temelini arzu edilebilirlik fonksiyonu olusturmaktadir. Arzu

edilebilirlik fonksiyonu 0 ile 1 arasindaki degerlerden olusan amag fonksiyonudur.

3.2.9. istatistiksel Analiz

Calismada tiim analizler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Sonuglar ortalama =+ standart
sapma olarak rapor edilmistir. Bagimsiz degiskenlerin, bagimli degiskenler iizerine
etkisini belirlemede ve varyans analizi i¢in Design Expert 7.0 yazilim programi
kullanilmistir (Myers ve ark., 2016). Varyans analizi sonucunda 6nemli bulunan
farkliliklar SPSS 24.0 paket programi kullanilarak Duncan coklu karsilastirma testi

uygulanmistir. p-degerinin <0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Bahk Ununun Besin Bilesimi

4.1.1. Balik Ununun Besin Ogeleri ve Enerji Degeri

Balik ununun besin bilesim tablosu Cizelge 4.1°de verilmistir. Balik unu 6rneginin
% nem, yag, kiil, protein ve karbonhidrat igerikleri sirasiyla 8.81+0.08, 7.21+0.09,
24.58+0.65, 53.85+1.24 ve 5.55+1.04 olarak bulunmustur. Enerji degeri ise 302.53+£1.86
kcal/100 g olarak hesaplanmustir.

Dort farkli balik ununun besin bilesim igeriklerinin belirlendigi bir ¢alismada %
nem 4.10-8.10, % protein 70.37-73.4, % yag 10.6-11.3 ve % kiil 10.7-17.2 araliklarinda
bulunmustur (Aldemir ve ark., 2022). Ween ve ark. (2017), yaptiklari calismada
Norveg’te balik unlarinin sirasiyla ortalama nem, protein, yag ve kil degerlerini %5,
%61.9, %8.9 ve %22.4 olarak bildirmislerdir. Rahim ve ark. (2017), yaptiklar
aragtirmada balik unlariin protein igerigini %50.51-61.26 araliginda, nem miktarin
%6.87-12.57 araliginda, yag ve kiil igeriklerini ise %15.29-29.23 ve %12.32-18.32 olarak
bulmuslardir. Fernandes ve ark. (2019), iki farkli limpet eti homojenatlarinda protein, yag,
karbonhidrat ve kiil iceriklerini siras1 ile % 48.22-64.09, %7.71-12.6, % 4.5-10.9 ve
%11.12-23.12 araliklarinda belirlemislerdir. Bayrakli (2019), hamsi ve ¢aga balik
ununun besin bilesimlerini incelediginde nem, protein, yag ve kiil degerlerini sirastyla
%7.78 ve 6.41, %72.56 ve 66.68, %8.12 ve 10.73, %10.75 ve 15.23 bulmustur. Enerji
degerleri ise 366.47 ve 367.11 kcal/100g olarak bulunmustur.

Yapilan calismalarda, balik unundaki besin bilesimlerindeki farkliliklarin
tiretiminde kullanilan balik ¢esidi, kullanilan baligin kismi ve isleme tekniginin farkli
olmasindan kaynaklanabilmektedir. Ozellikle kiil miktarindaki farkliliklar kemik iceren
balik yan {iriinlerinden kafa, kuyruk, ylizge¢ ve iskelet kisimlarindan kaynaklanmaktadir
(Batista ve ark., 2010; De La Fuente ve ark., 2023). Uzzaman ve ark., (2018), tilapia
baliginin etinden elde ettikleri balik unlarinin kiil miktarini %3.06 olarak belirlemislerdir.
Diisiik kiil miktarinin nedeni balik unu eldesinde kemiklerin kullanilmamasi1 olarak
diistiniilmektedir. Kurutma sicakligi, kurutma isleme yontemi ve hammadde tazeligi balik
ununda nem oranimi etkilemektedir. Balik ununun yag orani diinya balik unu pazarinda
%5-10 araliginda olarak bildirilmistir. Bu oran baligin tiirline, hammadde tazeligine ve

pres islemine gore degisim gosterebilmektedir (Moghaddam ve ark., 2007).
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Cizelge 4.1. Balik ununun besin bilesimi

Nem Yag Kiil Protein  Karbonhidrat  Enerji degeri
(%) (%) (%) (%) (%) (kcal/100g)
8.81+0.08 7.21+0.09 24.58+0.65 53.85+1.24  5.55+1.04 302.53+1.86

4.1.2. Balik Ununun Element i¢erigi

Tez calismasinda kullanilan balik ununun belirlenen element bilesimlerinden
kalsiyum, fosfor, sodyum, potasyum, magnezyum, ¢inko, demir, silisyum, bakir, mangan
degerleri, 65,600, 52,330, 11,092, 3,365, 871.5, 210.6, 117, 63.85, 59.95, 20 ppm olarak
bulunmustur (Cizelge 4.2). Kalsiyum ve fosforun yiiksek olmasinin sebebi balik unu
tiretiminde kemik, pul gibi atiklarin kullanildiginin bir gostergesidir.

Baliklarda toplam kalsiyumun %99’u kemiklerde, fosforun ise %80’ kemik ve
pullarda bulunmaktadir. Magnezyum baliklarda kemiklerde, tim organlarda, kas dokusunda
ve hiicre dist sivida dagilmis olarak bulunmaktadir. Potasyum ise baliklarda dokularda
bulunmaktadir (Kog, 2016). Goriildiigii gibi balikk ununun mineral yogunlugu oldukca
yiiksektir. Ozellikle kalsiyum, fosfor ve sodyum igeriginin oldukga yiiksek bulunmasi balik
unundan minerallerin saflagtirilmasi gerekliligini gostermektedir. Cizelgede goriildiigii gibi
kursun, kadmiyum ve civa gibi agir metaller tespit edilememistir. Tiirk Gida Kodeksi
yemlerde istenmeyen maddeler hakkinda teblige (2014/11) goére civa, kadmiyum, kursun
agir metallerinin balik ununda bulunma limitleri siras1 ile 0.5, 10, 2 ppm olarak
belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda bulunan agir metal igerikleri tiiketici agisindan
oldukea riskli bir durumdur. Deniz iirlinlerinde bulunan agir metal igeriklerinin temel
kaynag: su kirliligidir (Zhang ve ark., 2020).

Senapati ve ark., (2017), hint somonundan elde ettikleri balik ununun element
igeriklerini incelediklerinde sirasi ile kalsiyum, fosfor, sodyum, potasyum, demir ve
magnezyum degerlerini 32,670, 41,410, 12,180, 6,170, 360, 7,110 ppm olarak
bulmuslardir. Bu sonuglar ile tez ¢alismasinin sonuglarini kiyasladigimizda kalsiyum ve
fosfor degerlerinin tezde kullanilan balik ununda daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ancak diger element miktarlar1 daha diisiik bulunmustur. Bunun sebebinin kullanilan
balik tiirii ve/veya kullanilan baligin kisimlarimin farkli olmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Cizelge 4.2. Balik ununun element igerigi (ppm)

Element Miktar: (ppm)
Potasyum (K) 3,365
Magnezyum (Mg) 871.5
Mangan (Mn) 20
Demir (Fe) 117
Bakir (Cu) 59.95
Cinko (Zn) 210.6
Silisyum (Si) 63.85
Kursun (Pb) t.e.
Kadmiyum (Cd) te.
Civa (Hg) te.
Fosfor (P) 52,330
Kalsiyum (Ca) 65,600
Sodyum (Na) 11,092

t.e.:Tespit edilememistir.

4.2. Balik Ununun Toksin Icerigi

Balik ununun toplam aflatoksin (B1+B2+G1+G2), B1 ve okratoksin A miktarlari
sirastyla 10.7440.08, 3.76+0.23 ve 1.12+0,10 ppb olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).
Literatiirde yiiksek oranda toksin iceren yemler ile beslenen baliklarin biiyiime
performanslarinda dikkat cekici seviyede diigiis goriildigi bildirilmistir. Yemlerde
istenmeyen maddeler hakkinda teblige gore yemlerde aflatoksin B1 miktart 2 ppm’i
gecmemelidir (TGK, 2014/11). Yaroglu ve Giil (2007), alabalik yemlerinde aflatoksin B1
varliginin arastirmasi ile ilgili yaptiklari ¢aligmada, toksin miktarinmn 7.2 ile 15.75 ppb
araliginda oldugu bildirilmis ve bu degerin sicaklik ve nemin etkisi ile dogru orantili
sekilde arttig1 raporlanmistir.

Okratoksin A balik yemlerinde bulunan en 6nemli toksinlerden biridir. Aspergillus
ochraceus ve Penicillium viridicatum olmak tizere cesitli Aspergillus ve Penicillium
tiirleri tarafindan iiretilmektedirler (Fadl ve ark., 2020). Tiirk Gida Kodeksi’'ne gore
yemlerde okratoksin A i¢in belirlenen maksimum 50 ppb’dir. Tezimizde kullanilan balik
ununun bu limitin altinda oldugu s6ylenebilir. Baliklarda yiiksek oranda 6liim oraninin
okratoksin a igeren yemlerle beslenmeleri oldugu litatiirde bildirilmistir (Ekici, 2017). 1.6
ve 2.4 ppm okratoksin A iceren yemlerle beslenen baliklarin biiyiime hizlarinda ve viicut

agirliklarinda kontrol grubuna gore fark oldugu bildirilmistir (Baldissera ve ark., 2020).
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Cizelge 4.3 Balik ununun toksin igerigi

Toksin Adi Miktar1 (ppb)
Toplam Aflatoksin ve Aflatoksin B1 10.74+0.08-3.76+0.23
Okratoksin A 1.12+0.10

4.3. Balik Unu Protein Hidrolizatlarinin Hidroliz Derecesi

Balik unu protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesi degerleri %11.7+0.20 ile
16.8+0.5 araliklarinda bulunmustur (Cizelge 4.4). % E/S ve hidroliz siiresi arttik¢a
hidroliz derecesi artmis ve bu artislar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01).
Hidroliz edilmemis balik unu proteininin hidroliz derecesi protein hidrolizatlarinin
hepsinden diisiik bulunmustur. Bu da protein hidrolizatlarinin, hidroliz edilmemis protein
konsantresinden daha yiiksek serbest amino grubu igerdigini gostermektedir (Nielsen ve
ark., 2001; Bilir ve ark., 2022). Protein hidrolizati igerisinde bulunan serbest amino
gruplarinin yapilari, hidrolizatin biyoaktif 6zellikleri ve fonksiyonel 6zelliklerini
dogrudan etkilemektedir (Li ve Yu, 2015). Calismamizin sonuglariyla benzer sekilde,
somon balig1 kafasindan enzimatik hidroliz ile elde edilen protein hidrolizatlarinin
hidroliz dereceleri %11.5-17.3 araliginda bulunmus ve E/S oranmi arttikga arttigi
bildirilmistir (Gbogouri ve ark., 2004). Sonu¢larimizla uyumlu olarak, sar1 yiizgecli ton
balig1 kafasindan (Ovissipour ve ark., 2010), serit balig1 (Yathisha ve ark., 2022) ve deniz
salyangozu etinden (Bilir ve ark., 2022) elde edilen hidrolizatlarin hidroliz derecelerinin
hidroliz siiresi arttikca arttigr bildirilmistir. Ayrica hidroliz derecesi degerlerinin de
calismamizla uyumlu oldugu goriilmistiir. Roslan ve ark., (2015), tilapia balig
atiklarindan elde ettikleri hidrolizatlarin hidroliz derecesini %9-20.75 araliginda bulmus
ve E/S arttik¢a hidroliz derecesi de artmistir. Arise ve ark., (2016), karpuz c¢ekirdeginden
farkli proteazlar kullanilarak elde ettikleri hidrolizatlarin hidroliz derecelerini % 13.2-
26.3 araliginda bulmuslardir.

Hidroliz derecesi, hidrolizatlarin biyoaktif ve fonksiyonel 6zelliklerini etkilemektedir.
Hidroliz derecesi arttikga ¢ozelti iginde protein ¢oziiniirliigii de artacaktir ve bir gida katki
maddesi olarak kullanilabilirligini arttiracaktir (Sheriff ve ark., 2014).
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Cizelge 4.4. Balik unu protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesi (%) degerleri

Deneme  E/S (%) Hidroliz siiresi (dk) Hidroliz derecesi (%)
1 2.00 120.00 13.7+0.23%¢
2 2.00 120.00 14.1+0.06%4
3 2.00 204.85 15.8+0.05P
4 341 120.00 16.8+0.482
5 2.00 120.00 13.8+0.17%9¢
6 3.00 60.00 13.4+0.13¢
7 1.00 180.00 12.440.14
8 2.00 120.00 14.3+0.15°
9 1.00 60.00 11.7+0.20¢
10 0.59 120.00 12.340.32"9
11 3.00 180.00 15.3+0.09°
12 2.00 35.15 12,.4+0.63f
13 2.00 120.00 14.1+0.20%9

0* 0 0 4.8+0.44"

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; Analiz sonuglarinda, ayni siitun icerisinde farkli harfe sahip
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Yapilan ANOVA testine gore hidroliz derecesi tizerine E/S oraninin (p<0.001) ve
hidroliz siiresinin pozitif lineer etkisinin (p<0.01) istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulunmustur. Bu lineer dogrunun R2 degeri 0.83 olarak hesaplanmustir.

Bagimsiz degiskenlerin hidroliz derecesi {iizerine etkisine ait varyans analizi

sonuclar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Hidroliz derecesi iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren
varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynagi  Kareler toplam  df Ortalama kare F degeri p-degeri
Model 19.62 2 9.81 23.90 0.0002**
E/S (%) 13.90 1 13.90 33.88 0.0002**
Siire (dk) 5.72 1 5.72 13.93 0.0039**
Kalint1 4.10 10 0.41

Uyum Eksikligi 3.56 6 0.59 4.39 0.0870
Hata 0.54 4 0.14

Diizeltilmis Toplam  23.72 12

**: p<0.01, *: p<0.05

Hidroliz derecesinin pozitif lineer regresyon modelinin kodlanmis faktorler ve

gercek faktorler kullanilarak gosterimi asagida verilmistir.

Hidroliz Derecesi = +13.83 + 1.32(A) + 0.85(B)
Hidroliz Derecesi = +9.51 + 1.32(E/S) + 0.01(Siire)
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Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz stiresi (dk)

Yukaridaki denklemlerde; E/S oraninin hidroliz derecesi lizerine pozitif lineer
etkisinin, hidroliz siiresinin etkisinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Calismamiz
ile benzer olarak Mohanty ve ark. (2021) ve Nilsang ve ark. (2005), hidroliz derecesi
tizerine E/S orani ve hidroliz siiresinin pozitif yonde lineer etkisinin var oldugunu
bildirmislerdir. Hidroliz derecesi iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren
3 boyutlu grafik Sekil 4.1’de verilmistir. Sekilde goriildigi gibi bagimsiz degiskenler
arttik¢a hidroliz derecesi de lineer olarak artmistir. Benzer sekilde, Sandoval-Gallardo ve
ark., (2020), sardalya baligindan alkalaz enzimi ile elde ettikleri hidrolizatlarin hidroliz

derecelerinin enzim konsantrasyonun artmasi ile arttigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.1. Hidroliz derecesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren 3
boyutlu grafik

4.4. Balik Unu Protein Hidrolizatlarinin Coziiniir Protein Miktari

Balik unu protein hidrolizatlarinin ¢oziinlir protein miktarlart %24.7+1.6 ile
%28.5+0.6 araliginda bulunmustur (Cizelge 4.6). % E/S ve hidroliz siiresi arttik¢a
¢Oziiniir protein miktar1 artmis ve bu artislar istatistiksel olarak onemli bulunmustur
(p<0.05). Hidroliz edilmemis balik unu proteininin ¢6ziiniir protein miktar1 protein
hidrolizatlarinin hepsinden diisiik bulunmustur. Hidroliz basladiginda, enzim hizli bir
sekilde ¢oziinmeyen protein partikiilleri ile etkilesime girer, boylece ylizeye gevsek bir

sekilde bagl polipeptit zincirleri hidrolize ugrar. Enzimler, hidrofobik/hidrofilik amino
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asitleri icerebilecek proteinler oldugundan, polipeptit zincirleri ile etkilesime girerek
enzim-polipeptit kompleksleri olusturabilirler. Boylelikle proteinlerin ¢oziiniirliigiiniin
artig1 disiiniilmektedir (Zhao ve ark., 2012; Idowu ve ark., 2019). Ayrica hidroliz
sonunda proteinin ortalama molekiiler agirliklar1 azalir ve iyonlastirilabilir gruplar serbest

kalarak ¢oziiniirliik artar (Wouters ve ark., 2016).

Cizelge 4.6. Balik unu protein hidrolizatlarinin ¢6ziiniir protein degerleri

Deneme E/S (%) Hidroliz siiresi (dk) Coziiniir protein (%)
1 2.00 120.00 26.3+0.8¢
2 2.00 120.00 26.5+1.49¢
3 2.00 204.85 27.9+1.1¢f
4 3.41 120.00 28.5+0.69"
5 2.00 120.00 26.6+0.9%¢
6 3.00 60.00 25.7+1.30¢
7 1.00 180.00 25.0+0.7¢4
8 2.00 120.00 25.541.50¢
9 1.00 60.00 24.6+1.30°¢
10 0.59 120.00 24.7+1.6"
11 3.00 180.00 28.24+0.49"
12 2.00 35.15 25.6+1.20¢
13 2.00 120.00 27.0+0.8"9

0* 0 0 20.8+0.72

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; Analiz sonuglarinda, ayni siitun icerisinde farkli harfe sahip
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Bagimsiz degiskenlerin ¢oziiniir protein miktar: lizerine etkisine ait varyans analizi
sonuclar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Yapilan ANOVA testine gore ¢oziiniir protein
miktari tizerine E/S oraninin etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmus ve lineer olarak
arttig1 belirlenmistir (p<0.05). Buna ek olarak, hidroliz siiresinin artmasi ile ¢oziiniir
protein miktar1 artmistir ancak bu artis 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Calismamizin
sonuglariyla benzer sekilde Gbogouri ve ark., (2004) E/S orani arttikga protein
¢oziinlirligliniin arttigini bildirmislerdir. Mune Mune ve ark. (2015), yaptiklari calismada
hidroliz derecesinin %0-20 araliginda artmast ile ¢dziinebilir protein miktarinin arttigini
bildirmislerdir.

Enzimatik hidroliz sonucu protein ¢oziiniirliigli arttikga protein geri kazanimi da
artmaktadir. Clinkli enzimatik hidroliz sonucu yapilan santifiij islemi ile ¢oziinmeyen
kisimlar atilmaktadir (Ovissipour ve ark., 2009). Ayrica protein hidrolizatlarindaki

¢ozilinebilir protein miktarinin yiiksek olmasi, biyoaktif ozelliklerini de arttirmakta

46



dolayisiyla gida katki maddesi olarak kullanilabilirligini de arttirmaktadir (Sheriff ve ark.,
2014).

Cizelge 4.7. Coziniir protein miktar1 iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynagi  Kareler toplanm  df Ortalama kare F degeri p-degeri
Model 10.67 2 5.34 8.16 0.0079**
E/S (%) 9.28 1 9.28 14.18 0.0037**
Siire (dk) 1.40 1 1.40 2.13 0.1747
Kalint1 6.54 10 0.65

Uyum Eksikligi 5.87 6 5.82 0.055 0.0870
Hata 0.67 4 0.17

Diizeltilmis Toplam  17.22 12

**: p<0.01, *: p<0.05

Ayrica lineer regresyon modelinin kodlanmis faktorler ve gergek faktorler

kullanilarak gdsterimi asagida verilmistir.

Cozuntr protein miktar1 = +26.58 + 1.08(A) + 0.42(B)
Coziiniir protein miktar1 = +23.59 + 1.07(E/S) + 6.96E — 003(Siire)
Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz stiresi (dk)

Yukaridaki denklemlerde; E/S oraninin ¢oziiniir protein miktar1 lizerine pozitif
lineer etkisi, hidroliz siiresinin etkisinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Coziiniir
protein miktari iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren 3 boyutlu grafik
Sekil 4.2°de verilmistir. Sekilde goriildiigli gibi bagimsiz degiskenler arttikca ¢oziiniir

protein miktar1 da lineer olarak artmstir.
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45. Balik Unu Protein Hidrolizatinin Protein Miktar1

Balik unu protein hidrolizatlarinin protein miktarlari (%) Cizelge 4.8’de verilmistir.
Cizelgede goriildiigii gibi hidrolizatlarin protein miktarlar1i %80.5+0.40 ile %86.7+0.6
araliginda bulunmustur. % E/S ve hidroliz siiresi arttik¢a protein miktar1 artmis ve bu
artiglar istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.01). Hidroliz edilmemis balik unu
proteininin protein miktari, protein hidrolizatlarinin hepsinden diisiik bulunmustur.
Protein hidrolizatlarinin yiiksek protein igerikleri, hidrolizatin saflastirilmasinin bir
olgiitii sayilmaktadir (Thuy ve ark., 2015). Hidrolizatlarin protein igerigi arttiginda
aminoasit igerikleri de artmakta ve katki maddesi olarak kullanildiklarinda gidanin besin
icerigini zenginlestirebilirler (Wisuthiphaet ve ark., 2016). Sonuglarimiz ile benzer
sekilde; Slizyte ve ark. (2016), somon omurgasindan elde edilen protein hidrolizatlarin
protein miktarlarint  %73.8-85.8 olarak bildirmislerdir. Meldstad (2015), balik
atiklarindan elde ettigi protein hidrolizatlarinin protein miktarini %88.4 olarak bulmustur.
Idowu ve ark., (2019), somon balig1 iskeletinden elde ettikleri protein hidrolizatlarinin
protein miktarlarinin %79-82 arasinda bulmuslardir. Kog, (2016), balik atiklarindan elde
edilen protein hidrolizatlarinin protein igeriklerini %55.6 ve %81.2 olarak bulmuslardir.
Bu farkliligin sebebi, hidrolizatin {iretiminde kullanilan hammaddenin farkli olmasi ile

aciklanmaktadir. Liceaga-Gesualdo ve ark., (1999) balik protein hidrolizatlarinin protein
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icerigini %77 olarak bulmustur. Ham maddeden bulunan yag orani arttik¢a santrifiij
asamasinda yaglarla interaksiyona girmis proteinler de bu kisimla birlikte ayrilabilir ve
protein miktarinin diismesine neden olabilir (Liceaga-Gesualdo ve ark., 1999; Slizyte ve
ark, 2005).

Cizelge 4.8. Balik unu protein hidrolizatlarinin protein miktarlar

Deneme E/S (%) Hidroliz Siiresi (dk) Protein miktar1 (%0)
1 2.00 120.00 81.2 +0.2¢d
2 2.00 120.00 82.0 +0.97¢d
3 2.00 204.85 85.3 £0.122P
4 341 120.00 86.7+0.622
5 2.00 120.00 82.1+0.3¢%4
6 3.00 60.00 80.6 +0.45%¢
7 1.00 180.00 81.5+0.33¢d
8 2.00 120.00 81.8+1.06°4
9 1.00 60.00 79.3+0.94¢
10 0.59 120.00 80.5 +0.40%¢
11 3.00 180.00 84.6+0.48"
12 2.00 35.15 82.6+0.17¢
13 2.00 120.00 84.5+1.32P
0* 0 0 70.4+1.21F

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; Analiz sonuglarinda, ayni siitun igerisinde farkli harfe sahip
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).

Yapilan ANOVA testine gore protein miktari {izerine E/S oraninin (p<0.01) ve
hidroliz siiresinin etkisinin (p<0.01) istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmus ve lineer
olarak artt1g1 belirlenmistir. Bu lineer dogrunun R? degeri 0.62 olarak hesaplanmustr.

Bagimsiz degiskenlerin protein miktari {izerine etkisine ait varyans analizi sonuglari
Cizelge 4.9’da verilmistir.

Lineer regresyon modelinin kodlanmis faktorler ve gercek faktorler kullanilarak

gosterimi asagida verilmistir.

Protein % = +82.52 + 1.65 A + 1.25B
Protein % = +76.72 + 1.65 (E/S) + 0.02 (Sitire)
Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz siiresi (dk)
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ile benzer sekilde, Silva ve ark. (2014), tilapia baligindan farkli enzim konsantrasyonlari

kullanarak elde ettikleri hidrolizatlarin protein miktarinin enzim konsantrasyonu arttik¢a
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4.6. Bahk Unu Proteini ve Hidrolizatlarimin Biyoaktif Ozellikleri

4.6.1. ACE Inhibisyon Aktivitesi (Antihipertansif Ozellik)

Balik unu protein hidrolizatlarinin ACE (%) inhibisyon aktivitesi degerleri Cizelge
4.10°da verilmistir. Cizelgede goriildiigti gibi hidrolizatlarin ACE inhibisyon degerleri
%23.7+1.2 ile %66.7+1.2 araliginda bulunmustur. % E/S ve hidroliz siiresi arttikca ACE
inhibisyon aktivitesi artmig ve bu artiglar istatistiksel olarak Snemli bulunmustur
(p<0.01). Hidroliz edilmemis balik unu proteininde ise ACE inhibisyon aktivitesi tespit
edilememistir. Bunun sebebi ACE inhibitor aktiviteye sahip peptitlerin ana protein
icerisinde gizli oldugu ancak enzimatik hidroliz ile ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Nasri ve
ark., 2013b). Enzimatik hidroliz ile enzimler proteinleri pargalayarak ACE inhibitor
ozellige sahip peptitlerin olusumuna sebep olmaktadir (Wali ve ark., 2017). Ayrica
hidroliz ile olusan diisiik molekiil agirligina sahip peptitlerin daha yiiksek ACE
inhibisyon 6zelligi gosterdigi bilinmektedir (Gu ve ark., 2011; Li-Chan, 2015; Lee ve
Hur, 2017; Auwal ve ark., 2019). Kisa zincirli peptitlerin bagirsaktan daha hizli emilerek
yiiksek biyoyararlilik gosterdigi yapilmis ¢aligmalar ile kanitlanmistir (Koopman ve ark.,
2009; Khiari ve ark., 2014). Kisa zincirli peptitler bagirsak duvarindan kolayca gecip
ACE’nin aktif bolgesine baglanarak inhibisyonunun gergeklesmesini saglarlar (Lee ve
Hur, 2017). Bilir ve ark., (2021), yaptiklar1 ¢alismada limpet protein hidrolizatinin ACE
inhibisyon degerleri 240 dk sonra %41.24 olarak bulmuslardir.

ACE inhibitorlerinin hipertansiyonu engelleyerek kardiyovaskiiler hastaliklar
onledigi bilinmektedir (Kannan ve ark., 2012). Bu sonuglara gore balik unu protein
hidrolizatlari, enzimatik hidroliz sayesinde ACE inhibisyonuna sahip hidrolizat kaynagi
olarak bulunmustur. Fonksiyonel gidalarda katki maddesi olarak hipertansiyonun
onlenmesinde kullanilabilirler (Dhanabalan ve ark., 2017).

Yapilan ANOVA testine gore ACE inhibisyon aktivitesi iizerine E/S oraninin
(p<0.005) ve hidroliz siiresinin etkisinin (p<0.05) istatistiksel olarak onemli oldugu
bulunmus ve lineer olarak arttig1 belirlenmistir. Bu lineer dogrunun R? degeri 0.87 olarak

hesaplanmuistir.
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Cizelge 4.10. Balik unu protein hidrolizatlarinin ACE inhibisyon aktivite degerleri

Deneme E/S (%) Hidroliz Siiresi (dk) ACE inhibisyon (%0)
1 2.00 120.00 46.7+1.25°
2 2.00 120.00 46.3+1.7°
3 2.00 204.85 57.3+0.94°
4 3.41 120.00 66.7+1.252
5 2.00 120.00 45.7+0.47°
6 3.00 60.00 38.7+0.94¢
7 1.00 180.00 29.7+2.05¢
8 2.00 120.00 48.0+1.63°
9 1.00 60.00 23.7+1.25f
10 0.59 120.00 26.0+0.82f
11 3.00 180.00 59.0+0.82°
12 2.00 35.15 31.7+1.25°
13 2.00 120.00 45.7+1.70°
0* 0 0 t.e.

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; t.e.:Tespit edilememistir; Analiz sonuglarinda, ayni siitun
icerisinde farkli harfe sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

Bagimsiz degiskenlerin ACE inhibisyonunun iizerine etkisine ait varyans analizi

sonuglart Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. ACE inhibisyonunun {izerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynagi Kareler toplami  df Ortalama kare  F degeri  p-degeri
Model 725.76 2 362.88 34.45 <0.0001™
E/S (%) 530.58 1 530.58 50.37 < 0.0001**
Siire (dk) 195.17 1 195.17 18.53 0.0016**
Kalint1 105.33 10 10.53

Uyum Eksikligi 75.46 6 12.58 1.68 0.3195
Hata 29.87 4 7.47

Diizeltilmis Toplam 831.09 12

**: p<0.01, *: p<0.05

Ayrica lineer regresyon modelinin kodlanmis faktorler ve gergek faktorler

kullanilarak gdsterimi asagida verilmistir.
ACE (%) inhibisyon = +44.23 + 8.14 A+ 4.94B

ACE (%)inhibisyon = +18.06 + 8.14 (E/S) + 0.08 (Siire)
Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz stiresi (dk)
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Yukaridaki denklemlerden goriildiigii iizere ACE inhibisyon aktivitesi iizerine en
fazla etkiyi E/S orami yaparken, her iki degiskeninin de artmasi ile olusan protein
hidrolizatinin ACE inhibisyon aktivitesi artmaktadir. Deniz kaynakli balik protein
hidrolizatlari ile yapilan ¢alismalarda caligmamizla uyumlu olarak hidroliz siiresi ve/veya
E/S orani arttik¢a ACE inhibisyon aktivitesi de artmistir. (Dhanabalan ve ark., 2017; Bilir
ve ark., 2022). ACE inhibisyonu {izerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etKisini gosteren
3 boyutlu grafik Sekil 4.4’te verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi bagimsiz degiskenler
arttik¢a ACE inhibisyon aktivitesi de lineer olarak artmustir.
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Proteinin parcalanmasinin bir gostergesi olan hidroliz derecesi, proteinin kaynag,
enzimin spesifikligi ve hidroliz kosullart (pH, sicaklik, E/S orani, siire) ile birlikte ACE

inhibisyon 6zelligi lizerinde de oldukga etkili olmaktadir (Garcia-Moreno ve ark., 2015).

4.6.2. DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) Radikali Temizleme Aktivitesi

Balik unu protein hidrolizatlarinin DPPH radikali temizleme aktivite degerleri
22.4+0.78 ile 72.8+0.3 araliklarinda bulunmustur (Cizelge 4.12). % E/S ve hidroliz siiresi
arttikca DPPH radikali temizleme aktivitesi artmis ve bu artislar istatistiksel olarak

onemli bulunmustur (p<0.01). Hidroliz edilmemis balik unu proteininin DPPH radikali
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temizleme aktivitesi protein hidrolizatlarinin hepsinden diisik bulunmustur. Bu da
protein hidrolizatlarinin, hidroliz edilmemis protein konsantresinden daha yiiksek serbest
amino grubu i¢erdigini géstermektedir (Nielsen ve ark., 2001; Bilir ve ark., 2022). Protein
hidrolizat1 igerisinde bulunan serbest amino gruplarinin fazla olmasi, ortamda bulunan
serbest radikaller karsisinda hidrojen atomu vererek zincir reaksiyonun sona ermesine
olanak taniyabilir. (Idowu ve ark., 2019). Garcia-Moreno ve ark. (2014), balik
atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinda DPPH radikali temizleme aktivitelerini
%40-45 arasinda bulmustur. Tekle (2022), ve Zamorano-Apodaca ve ark. (2020),
tarafindan yapilan farkli ¢aligmalarda ise sonuglarimizla benzer sekilde balik protein
hidrolizatlarinin DPPH radikali temizleme aktiviteleri siras1 ile %67.3 ve %66 olarak
bulunmustur. DPPH radikali temizleme aktivite degeri arttik¢a antioksidan aktivitenin de
artttig1 bilinmektedir (Yathisha ve ark., 2022).

Gidalarda lipitlerin oksidasyonu, gidanin bozulmasinin temel nedenlerinden biridir.
Ciinkii oksidasyon sonucu gidada ransidite artar ve raf dmrii kisalir. Ayrica insan sagligi
icin toksik olan bilesiklerin olusmasina da sebep olur. Gidalara katki maddesi olarak
antioksidan ilavesi bu siirecin onlenmesi igin en sik kullanilan yontemdir (Jamroz ve
Kopel, 2020). DPPH radikali temizleme analizi antioksidan mekanizmasina dayali olarak
hem hidrojen atomu transferine hem de elektron transfer reaksiyonu altinda
siniflandirilmaktadir. DPPH’deki azot atomunun tek elektronu, antioksidanlardan bir
hidrojen atomu alarak hidrazine indirgenir (Idowu ve ark., 2019). Balik unundan elde
edilen protein hidrolizatlar1 serbest radikaller karsisinda hidrojen atomu vererek zincir
reaksiyonun sona ermesine olanak taniyabilir. Bu hidrolizatlarin antioksidan olarak
fonksiyonel gidalarda katki maddesi olarak kullanim1 6nem tagimaktadir (Chalamaiah ve
ark., 2013).
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Cizelge 4.12. Balik unu protein hidrolizatlarimin DPPH radikali temizleme aktivite
degerleri

Deneme E/S (%) Hidroliz Siiresi (dk)  DPPH radikali temizleme aktivitesi

(%)

1 2.00 120.00 54.9+0.88¢
2 2.00 120.00 55.0+1.44°¢
3 2.00 204.85 65.7+0.21°
4 3.41 120.00 72.8+0.25°
5 2.00 120.00 54.5+0.80¢
6 3.00 60.00 44.3+1.20¢
7 1.00 180.00 37.3+1.04f
8 2.00 120.00 53.9+1.18¢
9 1.00 60.00 27.8+0.469
10 0.59 120.00 22.4+0.78"
11 3.00 180.00 65.1+1.40P
12 2.00 35.15 40.3+0.67¢
13 2.00 120.00 54.2+1.34¢
0* 0 0 9.940.8'

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; t.e.:Tespit edilememistir; Analiz sonug¢larinda, ayni siitun
igerisinde farkli harfe sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

Bagimsiz degiskenlerin DPPH radikali temizleme aktivitesi {izerine etkisine ait
varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.13te verilmistir.Yapilan ANOVA testine gére DPPH
radikali temizleme aktivitesi tizerine E/S oraninin (p<0.001) ve hidroliz siiresinin
etkisinin (p<0.01) istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur. Ancak E/S orani ve
hidroliz derecesinin ikili etkilesimi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Lineer dogrunun R? degeri 0.92 olarak hesaplanmistir.

DPPH radikali temizleme aktivitesinin ikinci dereceden polinom denkleminin
kodlanmis faktorler ve gercek faktorler kullanilarak gosterimi agsagida verilmistir.
DPPH radikali temizleme aktivitesi (%)
= +61.5+14.97 A +9.62B + 3.87 AB — 8.64 A?> — 4.79 B2
DPPH radikali temizleme aktivitesi (%)
= —25.9+41.8 (E/S) + 0.35B + 0.06 (E/S x Siire) — 8.64 (E/S)?
— 1.33E003 (Siire)
Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz stiresi (dk)
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Yukaridaki denklemlerden goriildiigii iizere DPPH radikali temizleme aktivitesi
tizerine E/S oraninin hidroliz siiresinden daha fazla etkiyi olusturdugu goriilmektedir.
Bagimsiz degiskenlerin DPPH radikali temizleme aktivitesini pozitif yonde etkiledigi
goriilmektedir. Hidroliz boyunca enzim spesifikligine bagli olarak kii¢iik peptitler ve
serbest amino asitler olugsmaktadir. Intarasirisawat ve ark. (2012), ve Chalamaiah ve ark.
(2012), DPPH radikali temizleme aktivitesinin enzim konsantrasyonu arttik¢a arttigini
bildirmislerdir. DPPH radikali temizleme aktivitesi hidroliz siiresi ve enzim spesifikligine
bagl olarak degisebilmektedir. Ayrica diisiik molekiil agirhigma sahip peptitler (1000-
3000 Da) daha yiiksek aktivite gostermektedirler (Chang ve ark., 2007).

Cizelge 4.13. DPPH radikali temizleme aktivitesi iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin
etkisini gosteren varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynag1  Kareler toplam df Ortalama kare F degeri p-degeri
Model 3207.95 5 641.59 17.52 0.0008**
E/S (%) 1793.3 1 17933 48.96 0.0002**
Siire (dk) 739.71 1 739.71 20.19 0.0028*
E/S.Siire 60.06 1 60.06 1.64 0.2412
(E/S)? 519.75 1 519.75 14.19 0.0070**
(Siire)? 159.86 1 159.86 4.36 0.0751
Kalint1 256.4 7 36.63

Uyum Eksikligi 164.5 4 5483 2.39 0.2098
Hata 91.9 4 2298

Diizeltilmis Toplam  3464.35 12

**: p<0.01, *: p<0.05

DPPH radikal1 temizleme aktivitesinin tlizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin
etkisini gosteren 3 boyutlu grafik Sekil 4.5’te verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi bagimsiz
degiskenler arttikga DPPH radikali temizleme aktivitesi de artmustir.
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4.6.3. Ferrik Iyon Indirgeme (FRAP) Kapasitesi

Balik unu protein hidrolizatlarinin FRAP degerleri 0.32+0.01 ile 1.06+0.06 uM
TE/mg hidrolizat araliklarinda bulunmustur (Cizelge 4.14). DPPH radikali temizleme
aktivitesini dogrular sekilde, % E/S ve hidroliz siiresi arttikga FRAP kapasitesi artmis ve
bu artiglar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01). Hidroliz edilmemis balik unu
proteininin FRAP kapasitesi protein hidrolizatlarinin hepsinden diigiikk bulunmustur. Bu
farklilik hidrolizatlar icerisinde bulunan peptitlerin elektron verme egiliminden
kaynaklanmig olabilir. Hidroliz sonucu olusan diisiik molekiil agirligina sahip peptitler
daha yiiksek FRAP kapasiteye sahip olmaktadir. Daha diisiik molekiiler agirlikli
hidrolizatlarin, daha fazla elektron bagislayabilen yan zincirleri ortaya ¢ikaracag ve Fe*3-
TPTZ kompleksi tarafindan daha erisilebilir olacagi ve yiiksek FRAP degerine sahip
olacag1 beklenmektedir (Wiriyaphan ve ark., 2015). Surimi iiretiminden arta kalan balik
atiklarindan elde edilen protein hidrolizatinin FRAP kapasite degeri ¢alismamizla uyumlu
bulunmustur (Wiriyaphan ve ark., 2012).

Lipit oksidasyonu, gida endiistrisi ve tiiketiciler i¢in biiylik bir endise kaynagidir,
clinkii istenmeyen kokularin ve tatlarin gelisimine ve potansiyel olarak toksik reaksiyon
tirtinlerinin olusumuna yol agabilir (Centenaro ve ark., 2011). Yiiksek FRAP kapasiteye
sahip hidrolizatlar, serbest radikallere elektron vererek zincir reaksiyonun yayilmasini
onlemede ve geciktirmede onemli rol oynamaktadir (Klomklao ve Benjakul, 2018).
Boylelikle hem saglik acgisindan hem de gidanin bozulmasinin gecikmesi bakimindan

antioksidan 6zellige sahip hidrolizatlarin kullaniminin 6nemli olacag: diisiintilmektedir.
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Cizelge 4.14. Balik unu protein hidrolizatlarinin FRAP degerleri

Deneme E/S (%) Hidroliz Siiresi (dk) FRAP Kapasitesi (uM TE/mg

hidrolizat)
1 2.00 120.00 0.76+0.01°
2 2.00 120.00 0.68:+0.034¢
3 2.00 204.85 0.94+0.03"
4 341 120.00 1.06+0.06°
5 2.00 120.00 0.65:0.01¢4
6 3.00 60.00 0.58+0.03f
7 1.00 180.00 0.53+0.01°
8 2.00 120.00 0.65+0.01¢
9 1.00 60.00 0.37+0.029N
10 0.59 120.00 0.32+0.01"
11 3.00 180.00 0.90+0.01°
12 2.00 35.15 0.42+0.019
13 2.00 120.00 0.69+0.02¢¢
0* 0 0 0,11+0,0'

*:Hidroliz edilmemis balikk unu proteini; t.e.:Tespit edilememistir; Analiz sonuglarinda, ayni siitun
icerisinde farkli harfe sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Bagimsiz degiskenlerin FRAP Kkapasitesi izerine etkisine ait varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.15°te verilmistir. Yapilan ANOVA testine gore balik unu protein
hidrolizatlarinin FRAP degeri iizerine E/S oraninin (p<0.001) ve hidroliz siiresinin
etkisinin (p<0.001) istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmus ve lineer olarak arttig
belirlenmistir. Bu lineer dogrunun R? degeri 0.85 olarak hesaplanmistir.

Ayrica lineer regresyon modelinin kodlanmis faktorler ve gercek faktorler

kullanilarak gdsterimi asagida verilmistir.

FRAP (uM TE/mg hidrolizat) = +0.63 + 0.16 A+ 0.12B
FRAP (uM TE/mg hidrolizat) = +0.07 + 0.157(E/S) + 2.02047E — 0.03 (Stire)
Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz siiresi (dk)
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Cizelge 4.15. FRAP kapasitesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren

varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynagi Kareler toplaim  df Ortalama kare  F degeri  p-degeri
Model 0.31 2 0.16 28.42 <0.0001**
E/S (%) 0.20 1 0.20 35.56 0.0001**
Siire (dk) 0.12 1 0.12 21.28 0.0010**
Kalint1 0.055 10 5.524E-003

Uyum Eksikligi 0.047 6 7.854E-003 3.87 0.1056
Hata 8.120E-003 4 2.030E-003

Diizeltilmis Toplam 0.37 12

**: p<0.01, *: p<0.05

Denklemden goriildiigii gibi, FRAP kapasitesi iizerine en fazla etkiyi E/S orani

yaparken, her iki degiskeninin de artmasi ile olusan protein hidrolizatinin FRAP

kapasitesi artmaktadir. Benzer sekilde Raghavan ve ark. (2008), Da Rocha ve ark. (2018),

balik protein hidrolizatlarinin FRAP degerlerinin hidroliz derecesinin artmasi ile arttigini

bildirmislerdir.
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Sekil 4.6. FRAP aktivite tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren 3
boyutlu grafik

4.6.4. a-Amilaz inhibisyonu Aktivitesi (Antidiyabetik Ozellik)

Balik unu protein hidrolizatlarinin a-amilaz inhibisyonu aktivitesi %23.5+1.6 ile

36.3+0.4 araliklarinda bulunmustur (Cizelge 4.16). % E/S ve hidroliz siiresi arttik¢a o-

amilaz inhibisyonu aktivitesi 6nce artmis daha sonra diismeye baslamistir. Bunun

59



sebebinin hidrolizin ilerlemesi ile inhibisyon 6zellige sahip aktif peptitlerin pargalanmis
olabilecegi diigiiniilmektedir (Yuan ve ark., 2018). Hidroliz edilmemis balik unu
proteininin a-amilaz inhibisyonu aktivitesi protein hidrolizatlariin hepsinden diistik
bulunmustur. Enzimatik hidroliz sirasinda proteinin yapisinda a-amilaz inhibisyonu
aktivitesine sahip peptitlerin serbest kaldigi diigiiniilmektedir. Yuan ve ark., (2018),
karides kabugundan elde ettikleri protein hidrolizatlarinin a-amilaz inhibisyon
aktivitesini Olgtiiklerinde c¢alismamizla benzer olarak hidroliz siiresince inhibisyon
oraninin dnce arttigini daha sonra diisiise gegtigini bildirmislerdir. Bu arastirma ile benzer
sekilde De Matos ve ark., (2022), siyah circir boceginin hidroliz edilmemis protein
izolatinda en diisiik a-amilaz inhibisyonu aktivitesi tespit etmislerdir. Ancak ayni
calismada bulunan % o-amilaz inhibisyon degeri %55, ¢alismamizda elde ettigimizden
daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug ham maddenin ve kullanilan enzimin farkli olmasina

baglanabilir.

Cizelge 4.16. Balik unu protein hidrolizatlarinin a-amilaz inhibisyonu aktivitesi degerleri

Deneme E/S (%) Hidroliz Siiresi (dk) a-Amilaz inhibisyonu (%0)

1 2.00 120.00 36.3+0.432

2 2.00 120.00 34.5+(.98°¢
3 2.00 204.85 31.1+0.61¢

4 3.41 120.00 30.6+0.45%¢
5 2.00 120.00 35.1+(.832b¢
6 3.00 60.00 28.5:+0.66"9
7 1.00 180.00 27.5+0.90¢

8 2.00 120.00 35.0+1.972b¢
9 1.00 60.00 23.5+1.56"

10 0.59 120.00 28.1+0.54"9
11 3.00 180.00 33.7+0.36°

12 2.00 35.15 29.3+0.61°¢
13 2.00 120.00 35.9:+0.572P
0* 0 0 te.

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; t.e.:Tespit edilememistir; Analiz sonuglarinda, ayni siitun
igerisinde farkli harfe sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

Bagimsiz degiskenlerin a-amilaz inhibisyonu aktivitesi {izerine etkisine ait
ANOVA varyans analizi sonuglari Cizelge 4.17°de verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi
a-amilaz inhibisyonu aktivitesi iizerine E/S oranmin etkisi (p<0.001) istatistiksel olarak
onemli oldugu bulunmustur. Hidroliz siiresinin etkisi ise istatistiksel olarak Onemsiz

bulunmustur (p>0.05). Lineer dogrunun R? degeri 0.88 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.17. o-amilaz inhibisyonu iizerine hidroliz siiresi ve E/S oranmin etkisini
gosteren varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynagi Kareler toplaimn  df  Ortalama kare  F degeri p-degeri
Model 160.81 5 3216 10.39 0.0039**
E/S (%) 27.14 1 2714 8.77 0.0211*
Siire (dk) 17.24 1 1724 5.57 0.0503
E/S.Siire 0.36 1 036 0.12 0.7431
(E/S)? 74.56 1 7456 24.09 0.0017**
(Siire)? 56.45 1 5645 18.24 0.0037**
Kalinti 21.66 7 3.09

Uyum Eksikligi 17.23 3 574 5.18 0.0729
Hata 4.43 4 111

Diizeltilmis Toplam 182.47 12

**: p<0.01, *: p<0.05

a-amilaz inhibisyonu aktivitesinin ikinci dereceden polinom denklemin kodlanmis

faktorler ve gergek faktorler kullanilarak gosterimi agagida verilmistir.

a — amilaz inhibisyon aktivitesi (%)
= +35.16 + 1.84 A + 1.47 B + 0.30 AB — 3.27 A? — 2.85 B?
a — amilaz inhibisyon aktivitesi (%)
= +5,25+ 14.33 (E/S) + 0.2 (Stre) + 5.000000E — 003 (E/S
x Siire) — 3.27(E/S)? — 7.91319E — 004 (Siire)?
Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz siiresi (dk)
Yukaridaki denklemlerden goriildiigii tizere a-amilaz inhibisyonu aktivitesi tizerine
E/S oraninin hidroliz siiresinden daha fazla etkiyi olusturdugu goriilmektedir. E/S
oraninin ve hidroliz siiresinin etkisi ve ikili etkilesimlerinin artmasi, a-amilaz inhibisyonu

aktivitesini 6nce arttirmig daha sonra diistise neden olmustur (Sekil 4.7).

61



Design-Expert® Softw are

a-amilaz inhibisyon
36.5

235

X1 =A: Enzim/substrat
X2 =B: Sire

QR
I
008

TR
I
ST SO TS
fsestie
e igesfiett

%
s ““‘\\\\

N

Ntk
SRS
S
S
T

a-amilaz inhibisyon
ko

%
%%
%

%
%
%

0

35

ABY

S
““““‘

L0

60.00 1.00

A: Enzim /substrat

Sekil 4.7. a-amilaz inhibisyon aktivitesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren 3 boyutlu grafik

4.6.5. Pankreatik Lipaz inhibisyon Aktivitesi (Antiobezidik Ozellik)

Balik unu protein hidrolizatlarinin pankreatik lipaz inhibisyonu aktivitesi
%13.2+0.67-26.6+0.94 araliklarinda bulunmustur (Cizelge 4.18). %E/S ve hidroliz siiresi
arttikca pankreatik lipaz inhibisyonu artmis ve bu artiglar istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.01). Hidroliz edilmemis balik unu proteininde pankreatik lipaz
inhibisyonu tespit edilememistir. Pankreatik lipaz inhibitor peptitlerinin gogunlugunda
hidrofobik peptitler olan 16sin, glisin, alanin, prolin, fenilalanin ve tirozin oldugu
goriilmiistiir. Bu inhibitor peptitlerin hidrofobik 6zelligi, ¢6ziinebilen kiiresel bir protein
olan pankreatik lipaza baglanip onu inhibe etme potansiyellerini arttirmaktadir (Wan ve
ark., 2023). Enzimatik hidroliz ile bu inhibitdr peptitlerin aktif hale gelip hidrolizatlarin
inhibisyon oOzelligini gelistirdikleri diisiiniilmektedir. Liu ve ark., (2013), tarafindan
yapilmig bir c¢alismada, sazan balig1 etinden elde edilen protein hidrolizatlarinin
pankreatik lipaz inhibisyonlar1 ¢aligmamiz ile benzer hidroliz siiresinde benzer %
inhibisyon degerleri elde edilmistir.

Pankreatik lipaz besinlerdeki trigliseritlerin bagirsaklarda sindirilmesinden sorumlu
en 6nemli enzimdir. Pankreatik lipazin inhibe edilmesi, obezitenin engellenmesi/tedavi
edilmesinde anahtar yaklasimlardan biridir (Liu ve ark., 2013). Pankreatik lipazin inhibe

edilmesi yagin ince bagirsaktan emiliminin veriminde bir azalmaya neden olur.
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Boylelikle emilemeyen trigliserit viicuttan atilarak asir1 kalori aliminin 6niine gegilebilir
(Chia ve ark., 2023; Yathisha ve ark., 2023). Balik unundan elde edilen protein
hidrolizatlar1 obez bireylere yonelik fonksiyonel gidalarin  gelistirilmesinde

kullanilabilecektir.

Cizelge 4.18. Balik unu protein hidrolizatlarinin pankreatik lipaz inhibisyon aktivitesi

Deneme E/S (%) Hidroliz Siiresi (dk) Pankreatik lipaz inhibisyon (%0)

1 2.00 120.00 18.8+0.45%¢f
2 2.00 120.00 17.6+0.52¢9
3 2.00 204.85 21.9+1.33°¢
4 3.41 120.00 23.2+0.77°
5 2.00 120.00 17.4+0.33°19
6 3.00 60.00 18.6:+0.50%&f
7 1.00 180.00 16.5+0.719"
8 2.00 120.00 20.4+0.91¢%4
9 1.00 60.00 13.240.67"
10 0.59 120.00 15.5:+0.65"
11 3.00 180.00 26.6::0.942
12 2.00 35.15 17.1+1.26%9h
13 2.00 120.00 19.1+1.28%¢
0* 0 0 te.

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; t.e.:Tespit edilememistir; Analiz sonuglarinda, ayni siitun
igerisinde farkli harfe sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

Bagimsiz degiskenlerin lipaz inhibisyonu aktivitesi iizerine etkisine ait ANOVA
varyans analizi sonuglari Cizelge 4.19’da verilmistir. Cizelgede goriildiigi gibi lipaz
inhibisyonu aktivitesi tizerine E/S oraninin ve hidroliz siiresinin etkisini istatistiksel
olarak onemli oldugu bulunmustur (p<0.0001). Lineer dogrunun R? degeri 0.87 olarak
hesaplanmistir. Protein hidrolizatlarinin pankreatik lipaz inhibisyon aktivitelerinin
incelendigi ¢alismalarda, enzim inhibisyonu hidroliz siiresi arttik¢a artmistir (Liu ve ark.,
2013; Xiang ve ark., 2020).

Pankreatik lipaz inhibisyonu aktivitesinin pozitif lineer regresyon modelinin

kodlanmis faktorler ve gergek faktorler kullanilarak gosterimi asagida verilmistir.

lipaz inhibisyon aktivitesi (%) = +18.92+3.30A + 2.26 B
lipaz inhibisyon aktivitesi (%) = +7.79 + 3.29 (E/S) + 0.03 (Siire)
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Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz stiresi (dk)

Cizelge 4.19. Pankreatik lipaz inhibisyonu tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynagi Kareler toplaimm  df  Ortalama kare  F degeri p-degeri
Model 127.95 2 63.97 35.13 <0.0001**
E/S (%) 87.05 1 87.05 47.81 <0.0001**
Siire (dk) 40.90 1 40.90 22.46 0.0008**
Kalint1 18.21 10 1.82
Uyum Eksikligi 12.26 6 204 1.27 0.3959
Hata 5.95 4 149
Diizeltilmis Toplam 146.16 12

**:p<0.01, *: p<0.05

E/S oraniin ve hidroliz siiresinin etkisinin artmasi ile pankreatik lipaz inhibisyonu
aktivitesi lineer olarak artmistir (Sekil 4.8). Enzimatik hidroliz sonucu olusan diisiik

molekiil agirligina sahip peptitlerin daha yiiksek pankreatik lipaz inhibisyonu
sergiledikleri bildirilmistir (Gonzalez-Noriega ve ark., 2022).
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gosteren 3 boyutlu grafik

4.7. Balik Unu Protein Hidrolizatlarinin Biyoaktif Ozelliklerinin Optimizasyonu

Biyoaktif 6zelliklerin optimizasyonunda bagimsiz degiskenlerin araliginda (E/S
oran1 ve hidroliz siiresi) hidroliz derecesi, suda ¢6ziinen protein, ACE inhibisyon

aktivitesi, a-amilaz inhibisyon aktivitesi, pankreatik lipaz inhibisyon aktivitesi ve
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antioksidan aktivitesinin maksimum degerleri alinarak belirlenmistir. Cilinkii bu
degerlerin yiliksek olmas1 biyoaktif 6zelliklerin yiiksek olmasinin gostergesidir (Gao ve
ark., 2021). Optimum sartlar, gelistirilen regresyon modellerinin analizi sonucunda 'arzu
edilebilirlik' fonksiyonu kullanilarak belirlenmistir. Kabul edilebilirlik fonksiyonu, tiim
yanitlarin birlestirildigi, O ile 1 arasinda degisen tek bir yanit indeksini ifade eder ve bu
degerin 1'e yaklagmasi arastirmanin istenen hedeflere ne kadar uygun oldugunu gosterir
(Pereira ve ark., 2021).

Cizelge 4.20°de optimizasyon modelinin ¢6ziimii i¢in kullanilan degerler
verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi optimizasyon sonucunda %90 degerinde kabul
edilen hidrolize proteinin biyoaktif 6zelliklerinin bagimsiz degiskenlerinin araliklar1 %3
enzim/substrat ve siire 180 dk olarak belirlenmistir. Optimize edilen protein hidrolizatinin
biyoaktif Ozellikleri; Hidroliz derecesi %16, suda c¢oziiniir protein %28.08, ACE
inhibisyon aktivitesi %57.31, DPPH temizleme aktivitesi %76.53, FRAP kapasitesi 0.91
uM TE/mg, pankreatik lipaz inhibisyonu %24.48, a-amilaz inhibisyon aktivitesi ise %32
olarak belirlenmistir. Balik unu protein hidrolizatlarinin biyoaktif 6zelliklerinin
optimizasyonunun kabul edilebilirlik grafigi Sekil 4.9°da verilmistir. Sekilde goriildiigi
gibi bagimsiz degiskenlerin (E/S orani ve hidroliz siiresi) lineer olmayan bir sekilde

artmasi biyoaktif 6zelliklerin kabul edilebilirligini artmistir.

Cizelge 4.20. Balik unu hidrolizatlarinin biyoaktif 6zelliklerinin optimizasyonunda
kullanilan degerler ve optimizasyon sonucunda elde edilen degerler

Bagimsiz Degiskenler ve o Minimum  Maksimum  Optimum hedef
Alman Deger - < U
Yanitlar Deger Deger degeri
E/S (%) Deneme Araligi 1 3 3
Siire(dk) Deneme Araligi 60 180 180
Hidroliz derecesi Maksimum Deger 11.84 16.14 16
Suda ¢oziiniir protein miktar1 ~ Maksimum Deger 24.6 28.5 28.08
ACE inhibisyon aktivitesi Maksimum Deger 31.1 59.3 57.31
DPPH temizleme aktivitesi Maksimum Deger 22.4 72.8 76.53
FRAP aktivitesi Maksimum Deger 0.32 0.86 0.91
P. lipaz inhibisyon aktivitesi ~ Maksimum Deger 13.2 26.6 24.48
a-amilaz inhibisyon aktivitesi  Maksimum Deger 23.5 36.5 32.65
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4.8. Fonksiyonel Ozellikler

4.8.1. Emiilsifikasyon Aktivitesi ve Emiilsiyon Stabilitesi

Balik unu protein hidrolizatlarinin emiilsifikasyon aktivite indeksi (EAI) degerleri
18.2+0.7 ile 37.9+0.71 m?/g araliginda, emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) degerleri
31+1.0-93£1.0 dk araliginda bulunmustur (Cizelge 4.21). %E/S ve hidroliz siiresi arttik¢a
emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi her ikisi de azalmig ve bu azalmalar istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.01). Hidroliz edilmemis balik unu proteininin emiilsiyon
ozellikleri protein hidrolizatlarinin hepsinden yiiksek bulunmustur. Bu durum hidroliz
edilmemis protein konsantresinin, hidrolizatlara gore daha fazla yiiksek molekiil
agirligina sahip peptitler icerdigini gostermektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000; Nielsen
ve ark., 2001; Gbogouri ve ark., 2004). Bunun sebebi ise diisiik molekiil agirliklarina
sahip peptitlerin yeterince amfifilik 6zellik gosteremedigi, bu nedenle belirgin emiilsiyon
ozellikler sergileyememesidir (Padial-Dominguez ve ark., 2020; Mohanty ve ark., 2021).
Diisiik molekiil agirligina sahip peptitler emiilsiyon icerisinde hizla difiizyon gosterirler
ve arayiize absorbe olurlar. Ancak hidrofobik/hidrofilik denge azalmasi nedeniyle
emiilsiyonu stabilize edemezler. Biiyiik peptitler ise yiizey gerilimini azaltmada daha

etkilidirler ve emiilsiyon igerisinde yeniden yonlendirilip emiilsiyon stabilitesini artirirlar.
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Emiilsiyon igerisinde biiylik peptitler, yag yiizeyine absorbe olup daha kiiciikk yag
damlaciklarinin olugmasini saglayarak diisiikk molekiil agirliklarina sahip peptitlere gore
daha stabil bir emiilsiyon olusturular (Lee ve ark., 1987; Gbogouri ve ark., 2004).
Goriildiigi gibi balik hidrolize proteini iyi bir emiilsiyer madde 6zelligi tasimamaktadir.
Surimi tiretiminden arta kalan balik atiklarinin protamex ve alkalaz enzimleri ile hidroliz
edildigi bir ¢aligmada, elde edilen hidrolizatlarin EAI degerleri ¢aligmamizla benzer

araliklarda (30.2-54.9 m?/g) bulunmustur (Liu ve ark., 2014).

Cizelge 4.21. Balik unu protein hidrolizatlarinin EAI ve ESI degerleri

Deneme E/S (%) Hidroliz Siiresi (dk) EAI degerleri (m?/g)  ESI degerleri (dk)

1 2.00 120.00 25.0+1.02"9 77+0.9%f
2 2.00 120.00 24.4+0.779 75+0.8
3 2.00 204.85 19.8+0.83" 58+1.9¢
4 341 120.00 18.2+0.77" 31+0.8'
5 2.00 120.00 26.6+0.61° 76+1.1f
6 3.00 60.00 25.2+0.47"9 74+0.5f
7 1.00 180.00 31.2+0.32¢ 80+0.9%¢
8 2.00 120.00 24.6+0.53° 77+0.38"
9 1.00 60.00 37.9+0.71° 93+1.0°
10 0.59 120.00 32.0+0.83¢ 86+1.4°
11 3.00 180.00 18.3+0.12" 38+0.2"
12 2.00 35.15 34.1+0.65° 83+0.9°¢
13 2.00 120.00 27.3£1.39° 76+0.8f
0* 0 0 58.5+1.132 102+5.22

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; t.e.:Tespit edilememistir; Analiz sonuglarinda, ayni siitun
igerisinde farkli harfe sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

Bagimsiz degiskenlerin EAI {izerine etkisine ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge
4.22°de, ESI degerleri ise Cizelge 4.23’te verilmistir. Yapilan ANOVA testine gore EAI
ve ESI tizerine E/S oraninin ve hidroliz siiresinin etkisinin istatistiksel olarak onemli
oldugu bulunmus ve lineer olarak azaldigi belirlenmistir. ESI iizerine E/S oraninin ve
hidroliz siiresinin birlikte etkisi (p<0.05) ve E/S oraninin ikinci dereceden etkisi (p<0.01)
onemli bulunmustur. Ancak hidroliz siiresinin ikinci dereceden etkisi Onemsiz
bulunmustur. Sonuglarimiz1 destekler sekilde, balik protein hidrolizatlarinda yapilan

caligmalarda, bu bagimsiz degiskenlerin artmasiyla emiilsiyon 6zelliklerinin azaldigi

67



bildirilmistir (Klompong ve ark., 2007; Li ve ark., 2013; Liu ve ark., 2014; Mohanty ve
ark., 2021; Alahmad ve ark., 2022).

Ayrica modelin kodlanmis faktorler ve gercek faktorler kullanilarak gosterimi

asagida verilmistir.

EAl = +26.42—-5.66 A—4.43B
EAl = +46.6 —5.66 A— 0.07B

ESI = +76.2 — 17.35 (E/S) — 10.54 (Siire) — 5.75 (E/S x Siire) — 7.16 (E/S)?

— 1,16 (Siire)?

ESI = +75.9 + 22.8 (E/S) + 0.09 (Siire) — 0.09 (E/S x Siire) — 7.16 (E/S)?

— 3.22917E — 0.004 (Siire)?

Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz stiresi (dk)

Cizelge 4.22. EAl lizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren varyans analiz

sonucu
Varyasyon kaynagi Kareler toplaimm  df  Ortalama kare p-degeri
Model 413.67 2  206.84 <0.0001"
E/S (%) 256.69 1  256.69 < 0.0001**
Siire (dk) 156.98 1  156.98 < 0.0001**
Kalint1 37.65 10 3.76
Uyum Eksikligi 30.96 6 516 0.1475
Hata 6.69 4  1.67
Diizeltilmis Toplam 451.32 12

**: p<0.01, *: p<0.05 R?=0.92

Cizelge 4.23. ESI iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gdsteren varyans analiz

sonucu
Varyasyon kaynagi  Kareler toplaim  df Ortalama kare p-degeri
Model 3786.52 5 757.30 <0.0001™
E/S (%) 2407.55 1 2407.55 < 0.0001**
Siire (dk) 889.48 1 889.48 0.0004**
E/S.Siire 132.25 1 132.25 0.0432*
(E/S)? 356.88 1 356.88 0.0049*
(Siire)? 9.40 1 9.40 0.5321
Kalint1 152.40 7 21.77
Uyum Eksikligi 149.90 3 49.87 0.006
Hata 2.80 4 0.70
Diizeltilmis Toplam  3938.92 12

**: p<0.01, *: p<0.05 R?=0.96

Emiilsiyon 6zellikleri iizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gdsteren 3

boyutlu grafik Sekil 4.10°da verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi bagimsiz degiskenler
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arttikca emiilsiyon 6zellikleri azalmaktadir. Benzer sekilde, yilan balig1 etinden farkli
enzim konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen protein hidrolizatlarinin EAI ve ESI

degerleri enzim konsantrasyonu arttik¢a azalmistir (Samsudin ve ark., 2018).
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4.8.2. Kopiik Olusturma Kapasitesi ve Stabilitesi

Balik unu protein hidrolizatlarinin kopiik olusturma kapasitesi %36.0+ 3.3 ile
%104.7+4.1 araliklarinda, kopiik stabilitesi ise %19.3+2.5 ile 73.4+2.5 arasinda
bulunmustur (Cizelge 4.24). %E/S ve hidroliz siiresi arttik¢a kopiik olusturma kapasite
ve stabilitesi azalmis ve bu azalmalar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).
Hidroliz edilmemis balik unu proteininin emiilsiyon 6zellikleri protein hidrolizatlarinin
hepsinden yiiksek bulunmustur. Bu durum hidroliz edilmemis protein konsantresinin,
hidrolizatlara gore daha fazla uzun zincirli peptitler icerdigini gostermektedir (Foegeding
ve Davis, 2011). Kopiirme 6zellikleri, proteinlerin yiizey aktivitesine bagli oldugundan
emiilsifiye edici ozellikler i¢in belirtilenler ile benzer bir egilim gosterirler (Garcia-
Moreno ve ark., 2017). Hidrolizin ilerlemesi ile kisa zincirli peptitler olugsmaktadir ve kisa
zincirli peptitlerin olugan kopiigii stabil halde tutamamalari kopiik olusturma 6zelliklerini
zayiflatir (Klompong ve ark., 2007). Balik protein hidrolizatlari iyi bir kopiik olusturucu
Ozellik tasgmamaktadir.

Garcia-Moreno ve ark. (2017), mavi mezgit baliginin enzimatik hidrolizi ile elde
edilen hidrolizatlarin kopiik olusturma aktivitelerini ve stabilitelerini incelediklerinde
calismamizla benzer sonuglar elde etmislerdir. En diisiikk hidroliz derecesine sahip

hidrolizatin ¢alismamizdaki gibi en yiiksek kopiirme o6zelliklerini gosterdiklerini
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bildirmislerdir. Literatiirdeki ¢alismalarda balik protein hidrolizatlarinin kopiik olusturma
kapasitelerinin %23 ile %240 araliginda, kopiik stabilite degerlerinin ise %20 ile %140
araliginda olduklar1 goriilmiustiir (Tekle, 2022). Buna gore c¢alismamizin sonuglari
literatiir ile uyumlu bulunmustur. Elavarasan ve ark. (2014), sazan baliginin enzimatik
hidrolizi ile elde ettikleri protein hidrolizatlarinin kopiik olusturma kapasite ve stabilite

degerlerinin (%75-130, %20-95) calismamizla benzer degerlerde oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.24. Balik unu protein hidrolizatlarinin kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi
degerleri

Deneme 9%E/S Hidroliz Siiresi Kopiik Olusturma  Kopiik Stabilitesi

(dk) Kapasitesi (%) (%)
1 2.00 120.00 86.7+2.3¢d 72.0+3.3°
2 2.00 120.00 84.3+1.7¢4 72.3+3.3°
3 2.00 204.85 46.7+3.8° 24.0+2.8%¢
4 3.41 120.00 36.0+3.3f 19.342.5°
5 2.00 120.00 86.3+2.6¢ 74.0+1.4°
6 3.00 60.00 84.7+2.5%4 62.0+1.6°
7 1.00 180.00 89.3+2.5¢ 64.7+3.4°
8 2.00 120.00 85.3+2.9¢d 73.3+£1.2°
9 1.00 60.00 104.7+4.1° 73.4+2.5°
10 0.59 120.00 88.7+2.5¢4 60.740.9°
11 3.00 180.00 52.0+1.6¢ 25.3+0.9¢
12 2.00 35.15 82.0+1.6¢ 60.7+2.5°
13 2.00 120.00 86.3+1.2¢4 73.7+2.6"
0* 0 0 123.3+4.72 100.0+4.0?

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; t.e.:Tespit edilememistir; Analiz sonuglarinda, ayni siitun
icerisinde farkli harfe sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05).

Yapilan ANOVA testine gore kdptlirme 6zellikleri {izerine E/S oraninin ve hidroliz
stiresinin negatif lineer etkisinin (p<0.05) istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur.
Bagimsiz degiskenlerin kopiik olusturma kapasitesi iizerine etkisine ait varyans analizi
sonuclar1 Cizelge 4.25°de, kopiik stabilitesi lizerine etkisine ait varyans analizi sonuglari
ise Cizelge 4.26’da verilmistir. Kopiik olusturma kapasitesinin ve stabilitesinin negatif
lineer regresyon modelinin kodlanmig faktorler ve gergek faktorler kullanilarak gosterimi
asagida verilmistir.

Kopiik olusturma kapasitesi = +74.01 — 16.48 (E/S) — 12.25 (Siire)
Kopuk olusturma kapasitesi = +131.47 —16.47A—-0.2B
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Kopiik stabilitesi = +50.15 — 13.66 (E/S) — 12.15 (Siire)
Kopiik stabilitesi = +101.7 —13.65A—0.2B
Burada; A:E/S orani iken B: Hidroliz siiresi (dk)

Cizelge 4.25. Kopiik olusturma kapasitesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gOsteren varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynagi  Kareler toplanm  df Ortalama kare F degeri p-degeri
Model 3373.40 2 1686.70 9.30 0.0052**
E/S (%) 2172.36 1 2172.36 11.97 0.0061**
Siire (dk) 1201.03 1 1201.03 6.62 0.0278*
Kalint1 1841.61 10 181.46
Uyum Eksikligi 883.85 6 147.31 0.63 0.7066
Hata 930.76 4 232.69
Diizeltilmis Toplam  5188.01 12

**:p<0.01, *: p<0.05 R?=0.65

Cizelge 4.26. Kopiik stabilitesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren
varyans analiz sonucu

Varyasyon kaynagi Kareler toplamn  df Ortalama kare F degeri p-degeri
Model 2672.92 2  1336.46 6.84 0.0135*
E/S (%) 1491.90 1 1491.90 7.63 0.0200*
Siire (dk) 1181.02 1 1181.02 6.04 0.0338*
Kalint1 1955.09 10 195.51
Uyum Eksikligi 716.11 6 11935 0.39 0.8574
Hata 1238.98 4 309.75
Diizeltilmis Toplam 4628.01 12
**: p<0.01, *: p<0.05 R?2=0.58

Yukaridaki denklemlerde; E/S oraninin kopiirme 6zellikleri {izerine negatif lineer
etkisinin, hidroliz siiresinin etkisinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Calismamiz
ile benzer olarak Gao ve ark. (2020), kopiirme ozellikleri iizerine hidroliz siiresinin
negatif yonde lineer etkisinin var oldugunu bildirmislerdir. Kopiirme 6zellikleri iizerine
hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini gosteren 3 boyutlu grafik Sekil 4.11°de verilmistir.
Sekilde goriildiigii gibi bagimsiz degiskenler arttik¢a kopilirme 6zellikleri lineer olarak

azalmaktadir.
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Sekil 4.11. Kopiik olusturma kapasitesi tizerine hidroliz siiresi ve E/S oraninin etkisini
gosteren 3 boyutlu grafik

4.8.3. Yag Baglama Kapasitesi

Balik unu protein hidrolizatlarinin yag baglama kapasite degerleri 4.16+0.06 ile
4.79+0.16 g yag/g hidrolizat araliklarinda bulunmustur (Cizelge 4.27). Hidroliz
edilmemis balik unu proteininin yag baglama kapasitesi, protein hidrolizatlarinin
hepsinden diisiik bulunmustur (2.35+0.10 g yag/g hidrolizat). Bu da protein
hidrolizatlarinin, hidroliz edilmemis protein konsantresinden daha fazla hidrofobik
aminoasit kalintilari icerebilecegine, lipid ve fosfolipid yapinin fazla olmasina ve hidroliz
sirasinda artis gosteren COOH ve NH: gibi polar gruplarin artisindan kaynaklanmaktadir
(Razali ve ark., 2015). Limam ve ark. (2008), karides kafasindan, Garcia-Moreno ve ark.
(2017) mavi mezgit baligindan elde ettikleri protein hidrolizatlarinin. yag baglama
kapasitesini ¢alismamizla benzer degerlerde bulmuslardir.

Yag baglama kapasitesi, yagin protein tarafindan baglanan miktarini
gostermektedir (Souissi ve ark., 2007). Et ve sekerleme endiistrisi i¢in olduk¢a 6nemli bir
fonksiyonel 6zelliktir (Lee ve ark., 2011). Balik protein hidrolizatinin artan yag baglama
kapasitesi gidalarin yapisini gelistirebilecek gida katki maddesi olarak kullabilecegini
diistindiirmektedir.

Yapilan ANOVA testinin sonuglarina gore E/S oraninin ve hidroliz siiresinin balik
unundan elde edilen protein hidrolizatlarinin yag baglama kapasiteleri tizerine etkileri
istatiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Cesitli balik derilerinden flavourzyme
kullanarak elde edilen hidrolizatlarin fonksiyonel 6zellikleri incelendiginde ana protein

olan jelatinin en diisiik su tutma kapasitesine sahip oldugu bulunmustur (Tekle ve ark.,
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2022). Calismamizla benzer sekilde enzimatik hidroliz sayesinde hidrolizatlarin su tutma
kapasiteleri artmistir. Balik protein hidrolizatlarinin yag baglama kapasitelerinin
arastirildiglr calismalarda, hidroliz derecesi ile yag baglama kapasiteleri arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir (Amiza ve ark., 2012; Garcia-Moreno ve ark.,
2017).

Cizelge 4.27. Balik unu protein hidrolizatlarinin yag baglama kapasitesi degerleri

Deneme  E/S (%)  Hidroliz Siiresi (dk) Yag Baglama Kapasitesi

(g yag/g hidrolizat)
1 2.00 120.00 4.55+0,01 B¢
2 2.00 120.00 4.41+0.18%4
3 2.00 204.85 4.18+0.01°
4 341 120.00 4.16+0.06¢
5 2.00 120.00 4.54+0.02P¢
6 3.00 60.00 4.51+0.11°
7 1.00 180.00 4.21+0.01%¢
8 2.00 120.00 4.26:+0.072
9 1.00 60.00 4.79+0.16°
10 0.59 120.00 4.27+0.08%¢
11 3.00 180.00 4.22+0.09%¢
12 2.00 35.15 4.24+().02%¢
13 2.00 120.00 4.73+0.10P
0* 0 0 2.35+0.10

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; Analiz sonuglarinda, ayni siitun igerisinde farkli harfe sahip
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

4.8.4. Su Tutma Kapasitesi

Balik unu protein hidrolizatlarinin su tutma kapasite degerleri 2.17+0.01 ile
2.68+0.07 g su/g hidrolizat araliklarinda bulunmustur (Cizelge 4.28). Hidroliz edilmemis
balik unu proteininin su tutma kapasitesi, protein hidrolizatlarinin hepsinden diisiik
bulunmustur. Bu da protein hidrolizatlarinin, hidroliz edilmemis protein konsantresinden
daha fazla polar gruplar (-COOH,-NH>) igerdigini gostermektedir (Ucak ve ark., 2021).
Bu sebepten dolay1 enzimatik hidroliz sayesinde hidrolizatin su tutma kapasitesi artmistir.
Ayrica polar karboksil ve amino gruplarinin artmast hidrolizatlarin suyu baglama
kuvvetini arttirarak yapiy1 higroskopik yapar. Bundan dolay1 hidroliz edilmemis proteinin

su tutma kapasitesi, protein hidrolizatlarinkine gore daha zayif olabilmektedir (Pires ve

73



Batista, 2013). Literatiirde balik protein hidrolizatlarinin su tutma kapasitelerinin oldukga
lyi ve genellikle 2.47-6.60 g su/g hidrolizat araliginda oldugu bildirilmistir (Taheri ve
ark., 2013). Calismamizda elde ettigimiz sonug¢larimizin literatiirdeki bu bilgi ile uyumlu
oldugu sdylenebilmektedir. Protein hidrolizatlarinin su tutma kapasitelerinin arastirildigi
calismalar ile sonug¢larimiz uyumlu bulunmustur (Wahyuningtyas ve ark., 2023; Tadesse
ve ark., 2023).

Yapilan ANOVA testinin sonuglarina gére E/S oraninin ve hidroliz siiresinin balik
unundan elde edilen protein hidrolizatlarinin su tutma kapasitesi lizerine etkileri istatiksel
olarak onemsiz bulunmustur (p>0.05). Noman ve ark. (2019), yilan balig1 eti protein
hidrolizatlarinin su tutma kapasitesi degerlerini 1.47-1.58 g su/g hidrolizat olarak
bulmuslardir. Hidroliz siiresi ile su tutma kapasitesi arasinda ¢alismamizla benzer olarak

istatistiksel olarak fark goriillmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.28. Balik unu protein hidrolizatlarinin su tutma kapasitesi degerleri

Deneme %E/S Hidroliz Siiresi (dk) Su Tutma Kapasitesi(g su/g hidrolizat)

1 2.00 120.00 2.45+0.01°
2 2.00 120.00 2.41+0.01°
3 2.00 204.85 2.48+0.05°
4 3.41 120.00 2.17+0.01¢
5 2.00 120.00 2.48+0.02°
6 3.00 60.00 2.46+0.04°
7 1.00 180.00 2.47+0.03"
8 2.00 120.00 2.45+0.04°
9 1.00 60.00 2.68+0.072
10 0.59 120.00 2.26+0.08%¢
11 3.00 180.00 2.41+0.07°
12 2.00 35.15 2.37+0.05°¢
13 2.00 120.00 2.44+0.03°
0* 0 0 1.69+0.14¢

*:Hidroliz edilmemis balik unu proteini; Analiz sonuglarinda, ayni siitun igerisinde farkli harfe sahip
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Proteinlerin su tutma kapasitesi, irtinlerin hem ekonomik hem de duyusal
ozelliklerini etkiledigi i¢in gida endiistrisi i¢in 6nemli bir fonksiyonel 6zelliktir (Pires ve
Batista, 2013). Su tutma kapasitesine sahip protein hidrolizatlarinin orta nemli gidalarda
dokuyu iyilestirmek amaciyla katki maddesi olarak kullanilabilecegi Onerilmektedir

(Chiang ve ark., 1999).
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49. Balhk Unu Protein Hidrolizatlarmm  Fonksiyonel  Ozelliklerinin

Optimizasyonu

Balik unu protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerinin optimizasyonu Desing
Expert 7.0 (Version 7.0 StatEase, ABD) paket programi kullanilarak yapilmis ve
optimum enzimatik hidroliz kosullar1 belirlenmistir (Myers ve ark., 2016).
Optimizasyonda emiilsiyon aktivitelerinin, kopiik olusturma 6zelliklerinin, yag baglama
ve su tutma Kkapasitelerinin yiiksek olmasi beklenmektedir. Balik protein
hidrolizatlarindan elde edilen protein hidrolizatlar1 gidalarda yapiyr iyilestirici katki
maddeleri olarak kullanilabilmektedir (Dekkers ve ark., 2011; Halim ve ark., 2016).
Enzimatik hidrolizasyonun optimizasyonu, farkli uygulamalar i¢in fonksiyonel
ozellikleri degistiren ve hatta iyilestiren bir dizi daha kiigiik polipeptit liretmektedir.
Ornegin balik protein hidrolizatlari, balik bazli pate veya sufle gibi baz1 gida iiriinlerinin
dokusundan sorumlu olan stabil kdpiikler olusturabilmektedirler (Pires ve Batista, 2013).
Balik protein hidrolizatlar1 ¢esitli iirlinlerde emdiilsifikasyon Ozellikleri sayesinde
emiilsiyonu stabilize edici bilesenler olarak kullanilabilmektedir (Leni ve ark., 2020).
Protein hidrolizatlarmin yag baglama kabiliyeti, 6zellikle et ve sekerleme iiriinlerinde
tirtinlerin tadini etkileyen 6nemli bir faktordiir (Halim ve ark., 2016). Optimizasyonda
hidroliz derecesi minimum olarak secilmistir. Cilinkii yiiksek hidroliz derecesine sahip
protein hidrolizatlarinin daha zay1f, diistik hidroliz derecesine sahip hidrolizatlarin ise ¢ok
iyi fonksiyonel ozellikler sergiledigi bildirilmektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000;
Gbogouri ve ark., 2004).

Cizelge 4.29’da optimizasyon modelinin ¢6ziimii i¢in kullanilan degerler
verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi optimizasyon sonucunda %78 degerinde kabul
edilen hidrolize proteinin fonksiyonel 6zelliklerinin bagimsiz degiskenlerinin araliklar
%1 enzim/substrat ve siire 60 dk olarak se¢ilmistir. Optimize edilen protein hidrolizatinin
fonksiyonel o6zellikleri hidroliz derecesi %11.67, emiilsiyon aktivitesi 36.51 mzlg,
emiilsiyon stabilitesi 90.02 dk, kopiik olusturma kapasitesi %102.74, kopiik olusturma
stabilitesi %74.75, su tutma kapasitesi 2.38 g su/g hidrolizat, yag baglama kapasitesi 4.37
g yag/g hidrolizat olarak belirlenmistir. Ayrica balik unu protein hidrolizatlarinin
fonksiyonel &zelliklerinin optimizasyonunun kabul edilebilirlik grafigi Sekil 4.12°de

verilmistir.
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Cizelge 4.29. Balikk wunu protein hidrolizatlarinin  fonksiyonel —6zelliklerinin
optimizasyonunda kullanilan degerler ve optimizasyon sonucunda elde edilen degerler

Bagimsiz Degiskenler ve o Minimum Maksimum  Optimum hedef
Alian Deger < - ..
Yanitlar Deger Deger degeri
Enzim /substrat Deneme Aralig 1 3 1
Stire Deneme Araligt 60 180 60
Hidroliz derecesi Minimum Deger 11.84 16.14 11.67
Emiilsifikasyon Aktivitesi Maksimum Deger 18.11 37.9 36.51
Emiilsiyon Stabilitesi Maksimum Deger 31 93 90.02
Kopiik Olusturma Kapasitesi Maksimum Deger 36 104.7 102.74
Kopiik Olusturma Stabilitesi  Maksimum Deger 19.3 73.3 74.75
Su Tutma Kapasitesi Maksimum Deger 2.03 2.68 2.38
Yag Baglama Kapasitesi Maksimum Deger 4.1 4.79 4.37

Design-Expert® Softw are
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Sekil 4.12. Balik unu protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklerinin
optimizasyonunun kabul edilebilirlik grafigi
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5.  SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada protein bakimindan zengin olan ancak sadece yem isletmeleri
tarafindan kullanilan, katma degeri diisiik yan {iriin olan balik unundan alkalaz enzimi ile
tepki yiizey yontemi kullanilarak protein hidrolizatlar: etmek amaglanmistir. Elde edilen
hidrolizatlarin antihipertansif, anti-obezidik, anti-diyabetik, antioksidan 6zellikleri
belirlenerek potansiyel saglik faydalari arastirilmistir. Ayrica fonksiyonel 6zellikleri de
belirlenmis olup gida katki maddesi olarak degerlendirilebilirligi belirlenmistir.

Calismada kullanilan balikk ununun % nem, yag, kiil, protein ve karbonhidrat
icerikleri sirasiyla 8.81+0.08, 7.21+0.09, 24.58+0.65, 53.85+1.24 ve 5.55+1.04 olarak
bulunmustur. Enerji degeri ise 302.53+1.86 kcal/100 g olarak hesaplanmistir. Balik
ununun belirlenen mineral igeriklerinden 6zellikle kalsiyum, fosfor ve sodyum degerleri
65,600, 52,330 ve 11,092 ppm olarak bulunmustur. Toplam aflatoksin (B1+B2+G1+G2),
B1 ve okratoksin A miktarlar1 ise sirasiyla 10.74+0.08, 3.76+0.23 ve 1.12+0.10 ppb
olarak belirlenmistir. Hidrolizatlarin hidroliz derecesi, ¢oziiniir protein miktari, protein
miktart sirastyla %11.7+0.20-16.8+0.5, %24.7+1.6-28.5+0.6, %80.5+0.40-86.7+0.6
araliklarinda bulunmustur. E/S oran1 ve hidroliz siiresi arttik¢a bu 6zellikler de artmis ve
bu artislar istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05). Hidrolizatlarin biyoaktif
ozelliklerinden ACE, a-amilaz ve pankreatik lipaz inhibisyon degerleri sirasiyla
%23.7£1.2-66.7+1.2,  %23.5£1.6-36.3+£0.4, %13.2+0.67-26.6+0.94  araliklarinda
bulunmustur. Ayrica aymi Ozellikler hidroliz edilmemis balik unu proteininde de
incelenmis ve enzim inhibisyon aktivitesi tespit edilememistir. Elde edilen hidrolizatlarin
belirlenen antioksidan o6zelliklerinden DPPH radikali temizleme aktivite ve FRAP
kapasite degerleri sirasiyla 22.44+0.78-72.8+0.3 ve 0.32+0.01-1.06+0.06 uM TE/mg
hidrolizat olarak bulunmustur. E/S orani1 ve hidroliz siiresinin artmasiyla antioksidan
Ozellikler de artmis ve bu artiglar istastiksel olarak 6nemli bulunmustur. Balik unu protein
hidrolizatlarinin enzimatik hidroliz sonucu olusan biyoaktif 6zellikleri (antihipertansif,
anti-obezidik, anti-diyabetik, antioksidan), fonksiyonel gidalarda katki maddesi olarak
kullanilmalarina olanak taniyabilir.Hidrolizatlarin fonksiyonel 6zellikleri incelendiginde
EAI, ESI, kopiik olusturma kapasite ve stabilite degerleri, yag baglama ve su tutma
kapasiteleri sirasi ile 18.2+0.7-37.9£0.71 m?/g, 31£1.0-93+1.0 dk, %36.0+3.3-104.7+4.1,
%19.342.5-73.4+2.5, 4.16+0.06-4.79+0.16 g yag/ g hidrolizat ve 2.17+0.01-2.68+0.07 g

su/g hidrolizat araliklarinda bulunmustur. E/S oran1 ve hidroliz siiresinin artmasiyla
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fonksiyonel 6zellikler azalmig ve bu azalislar istastiksel olarak 6nemli bulunmustur. E/S
orani ve hidroliz siiresinin ise yag baglama ve su tutma kapasitesi iizerinde etkisi
istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur (p>0.05). Balik unu proteinlerinin hidrolizi
sonucu meydana gelen hidrolizatlarin hidroliz derecesi arttikca, emiilsiyon ve kopiik
olusturma &zellikleri zayiflamaktadir. Bu nedenle, bu hidrolizatlar gida katki maddesi
olarak iyi bir emiilsiyer madde ve kdpiik olusturucu ajan 6zelligi tasimamaktadir. Ancak,
balik protein hidrolizatlarinin enzimatik hidroliz ile artan yag baglama ve su tutma
kapasitesi, gidalarin yapisin1  gelistirebilecek bir gida katki maddesi olarak
kullanilabileceklerini diislindiirmektedir.Yapilan optimizasyon c¢alismasi sonucunda
biyoaktif ozellikler igin farkli, fonksiyonel oOzellikler igin farkli enzimatik hidroliz
kosullar1 belirlenmistir. %90 degerinde kabul edilen hidrolize proteinin biyoaktif
ozelliklerinin bagimsiz degiskenlerinin araliklar1 %3 enzim/substrat ve siire 180 dk olarak
secilmis iken, %78 degerinde kabul edilen hidrolize proteinin fonksiyonel 6zelliklerinin
bagimsiz degiskenlerinin araliklart %1 E/S ve siire 60 dk olarak segilmistir. Optimize
edilen protein hidrolizatinin biyoaktif 6zellikleri; Hidroliz derecesi %16, suda ¢dziiniir
protein %28.08, ACE inhibisyon aktivitesi %57.31, DPPH temizleme aktivitesi %76.53,
FRAP kapasitesi 0.91 uM TE/mg, pankreatik lipaz inhibisyonu %24.48, o-amilaz
inhibisyon aktivitesi ise %32 olarak bulunmustur. Optimize edilen protein hidrolizatinin
fonksiyonel 6zellikleri; Hidroliz derecesi %11.67, emiilsiyon aktivitesi 36.51 m?/g,
emiilsiyon stabilitesi 90.02 dk, kopiik olusturma kapasitesi %102.74, kopiik olusturma
stabilitesi%74.75, su tutma kapasitesi 2.38 g su/g hidrolizat, yag baglama kapasitesi 4.37
g yag/g hidrolizat olarak bulunmustur.

Beslenmeye bagli saglik sorunlarinin (obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar)
her gegen giin giderek artmasi ile aragtirmacilar ve gida sanayi daha fazla fonksiyonel
gida gelistirmeye yonelmistir. Protein liretimi ve bunlarin biyoaktif ve fonksiyonel
ozelliklerinin belirlenmesi ¢alismalart her gecen giin artmaktadir. Deniz kaynakli protein
hidrolizatlar1 gii¢lii antioksidan, antihipertansiyon, antidiyabetik ve antiobezidik etkiler
gostermektedir. Bu hidrolizatlarin gidalara eklenerek duyusal, biyoaktif ve fonksiyonel
ozelliklerin incelenmesi gerekmektedir. Ayrica bu hidrolizatlarin peptit dizilimlerinin

belirlenmesi gerekmektedir.
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