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Yiiksek Lisans Tezi

Mezbaha Atiklarinin Akciger Dokularindan Kimyasal ve Enzimatik Ydntemlerle
Protein Hidrolizat Uretimi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Bu ¢alismada, cevre kirliligine neden olan mezbaha artiklar1 arasinda yer alan
akciger dokusundan maksimum hidroliz derecesine sahip, ¢evre kirliligi sorununa
ekolojik ¢oziim olusturacak ve ekonomik degere sahip protein hidrolizatlari elde etmek
amaglanmaktadir. Protein hidroliz prosesinde genellikle asidik, alkali ve enzimatik
hidroliz yontemleri kullanilmaktadir. Enzimatik hidroliz yontemleri biyolojik olarak en
aktif hidrolizatlarin iretildigi ve endiistride siklikla kullanilan bir yontemdir. Fakat bu
yontemin dezavantajin diisiik hidroliz derecesine sahip hidrolizatlarin iiretimidir.
Biyolojik olarak aktif ve yiiksek hidroliz derecesine sahip hidrolizat iiretimi i¢in kimyasal
ve enzimatik yontemlerin kombine edilmesi planlanmistir.

Bu plan dogrultusunda on hidroliz i¢in asidik ve alkali hidroliz yontemleri
arastirilmistir. On hidroliz igin kullanilan asidik ve alkali hidroliz Merkezi Kompozit
Deney Tasarim ve Box-Benhken Deney Tasarim modelleri ile optimizasyonu ¢alisilmis
ve Merkezi Kompozit Deney Tasarim modeli ile olusturulan asidik hidroliz prosesi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Hidroliz derecesinin maksumum oldugu
kosullar, sicaklik faktorii igin 90°C, ajan konsantrasyon faktorii i¢in 1 M H2SOs, Siire
faktorii icin ise 8 saat olarak belirlenmistir. On hidroliz kosullar1 optimizasyonundan
sonra On hidrolizli enzimatik hidroliz ve karsilastirmak i¢in enzimatik hidroliz
gerceklestirilmis ve bu islemlerden elde edilen hidrolizatlar, hidroliz dereceleri, kuru
madde, organik madde, kiill ve protein miktarlar1 ve protein verimi agisindan
karsilastirilmistir.

Enzimatik hidroliz sonucu %15.98 hidroliz derecesi, 57.14 g/L protein, %6.37
kuru madde, %6.02 organik madde, %0.33 kiil ve %48.01 proetin verimi elde edilmistir.
On hidroliz optimizasyondan elde edilen 90°C’de 1 M H2SO4 ile 8 saat kosullarin da



akciger dokusu kimyasal olarak hidroliz edilmistir. Kimyasal hidroliz sonucunda %94
hidroliz derecesi, 102.26 g/L protein, %16.87 kuru madde, % 16.50 organik madde,
%0.37 kiil ve %85.93 protein verimi elde edilmistir. On hidroliz i¢in optimizasyondan
elde edilen 90°C’de 1 M H2SOzs ile 8 saat kosullarin da akciger dokusu kimyasal olarak
hidroliz edilmis ve enzimatik hidroliz igin akciger dokusu pH 6.5’te, 65 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. On hidrolizli enzimatik hidroliz sonucunda %94.73 hidroliz derecesi,
103.34 g/L protein %16.74 kuru madde, %16.46 organik madde. %0.27 kiil ve %86.83
protein verimi elde edilmistir. Sonug olarak, bu tez kapsaminda 90°C sicaklikta, 8 saat
stire ile 1 M H2SO4 konsantrasyonunda optimize edilen asidik hidroliz prosesi, enzimatik
hidroliz yonteminin dezavantaji olan diisiik hidroliz derecesini iyilestirerek, yiiksek

hidroliz derecesine sahip akciger protein hidrolizat1 eldesini saglamistir.

Yil : 2022
Sayfa Sayis1 109

Anahtar Kelimeler  : Akciger, protein hidrolizati, yanit ylizey metodu, optimizasyon,

kimyasal hidroliz, enzimatik hidroliz.



Master Thesis

Protein Hydrolyzate Production From Lung Tissues Of Slaughterhouse Waste By
Chemical and Enzymatic Methods

Trakya University Institute of Natural Sciences
Biotechnology and Genetic Department

ABSTRACT

In this study, it is aimed to obtain protein hydrolysates from the lung tissue, which
is among the slaughterhouse wastes that cause environmental pollution, with the
maximum hydrolysis degree, which will create an ecological solution to the
environmental pollution problem and have economic value. Acidic, alkaline and
enzymatic hydrolysis methods are generally used in the protein hydrolysis process.
Enzymatic hydrolysis methods are a method that produces the most biologically active
hydrolysates and is frequently used in industry. However, the disadvantage of this method
is the production of hydrolysates with a low degree of hydrolysis. It is planned to combine
chemical and enzymatic methods for the production of biologically active hydrolyzate

with a high degree of hydrolysis.

In line with this plan, acidic and alkaline hydrolysis methods were investigated
for preliminary hydrolysis. Optimization of the acidic and alkaline hydrolysis Central
Composite Experiment Design and Box-Benhken Experiment Design models used for
preliminary hydrolysis was studied and the acidic hydrolysis process created with the
Central Composite Experiment Design model was found to be statistically significant.
The conditions where the degree of hydrolysis is maximum were determined as 90°C for
the temperature factor, 1 M H2SO4 for the agent concentration factor, and 8 hours for the
time factor. After the pre-hydrolysis conditions were optimized, pre-hydrolysis enzymatic
hydrolysis was performed and the hydrolysates obtained from these processes were
compared in terms of hydrolysis degrees, dry matter, organic matter, ash and protein

amounts and protein yield.
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As a result of enzymatic hydrolysis, 15.98% hydrolysis degree, 57.14 g/L protein,
6.37% dry matter, 6.02% organic matter, 0.33% ash and 48.01% protein yield were
obtained. The lung tissue was chemically hydrolyzed with 1 M H2SO4 at 90°C, obtained
from the pre-hydrolysis optimization, in 8 hours. As a result of chemical hydrolysis, 94%
hydrolysis degree, 102.26 g/L protein, 16.87% dry matter, 16.50% organic matter, 0.37%
ash and 85.93% protein yield were obtained. The lung tissue was chemically hydrolyzed
at 90°C with 1 M H2SO4 obtained from optimization for pre-hydrolysis for 8 hours, and
for enzymatic hydrolysis, the lung tissue was incubated at pH 6.5 at 65 °C for 24 hours.
As a result of pre-hydrolysis enzymatic hydrolysis, hydrolysis degree of 94.73%, 103.34
g/L protein 16.74% dry matter, 16.46% organic matter. 0.27% ash and 86.83% protein
yield were obtained. As a result, within the scope of this thesis, the acidic hydrolysis
process, which was optimized at 90°C and 1 M H>SOs concentration for 8 hours,
improved the low hydrolysis degree, which is the disadvantage of the enzymatic
hydrolysis method, and provided lung protein hydrolyzate with a high hydrolysis degree.

Year : 2022
Number of Pages : 109

Keywords - Lung, protein hydrolyzate, response surface method,
optimization, chemical hydrolysis, enzymatic hydrolysis.
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BOLUM 1

GIRIS

Amino asit ve peptitlerden olusan protein hidrolizatlari, organizmalarin
metabolizmalarmma ve sagligina pozitif etki eden biyopeptit fragmentleri olarak
tanimlanmaktadir (Shahidi & Zhong, 2008; Sharma, Singh, & Rana, 2011). Bu biyopeptit
fragmentleri, yapisinda bulundugu proteinlerin icerisinde inaktif durumdadir (Meisel &
Bockelmann, 1999). Proteinlerin g¢esitli hidroliz yontemleri kullanilarak igerisinde
bulunan biyoaktif amino asitler ve peptitler ortaya ¢ikarilmaktadir. Proteinlerin hidrolizi
icin tercih edilen yontemler, protein kaynaklarin fiziksel ve kimyasal yapisina baglidir.
Ornegin keratin yapisina sahip tiiyler, killar, boynuzlar, gagalar veya yiinler gibi protein
kaynaklarinin hidrolizi olduk¢a zordur. Bu nedenle genellikle asidik veya alkali hidroliz
ile veya bakteriyel keratinazlar kullanilarak hidrolize edilebilir (Pasupuleti & Braun,
2008). Proteinlerin hidrolizinde genellikle asit, alkali ve enzim ajanlar1 kullanilmaktadir.
Asidik hidroliz iiretim prosesinde, protein kaynaklarin hidroliz ortamina belirli oranlar da
kuvvetli asitlerin (hidroklorik asit ve siilfiirik asit gibi) eklenmesi, yiiksek sicaklik ve
basing altinda peptit baglarinin kirilmasi prensibine dayanmaktadir (Bouhamed &
Kechaou, 2017; Gezgin, Karakus, & Bulbul, 2020; Hou, Wu, Dai, Wang, & Wu, 2017).
Alkali hidroliz iiretim prosesinde ise kalsiyum hidroksit (CaOH2), potasyum hidroksit
(KOH) ve sodyum hidroksit (NaOH) gibi ajanlar kullanilarak alkali ortamda protein
kaynaklarinda bulunan peptit baglarinin yiiksek sicaklikta (70-80 °C) pargalanmasi
esasina dayanir. Alkali ajanlar peptit baglarina su molekiilii ekleyerek pargalar (Hou vd.,
2017)

Enzimatik hidroliz iiretim prosesinde proteinlerin kontrollii sartlar altinda
proteazlar tarafindan parcalanmasi prensibine dayanmaktadir. Protein hidrolizatlarinin
tiretiminde kullanilan enzimler pankreatin, tripsin, pepsin, karboksilpeptidazlar ve
aminopeptidazlar gibi hayvansal, papain ve bromelain gibi bitkisel ve alkalaz ve

flavourzyme gibi mikrobiyal kaynakli olabilmektedir (Colla vd., 2015).



Protein hidrolizatlar bitkiler ve insanlarin metabolik faaliyetlerine olumlu yonde
katki saglamaktadir. Protein hidrolizalarimin bitkilerde azot metabolizmasini ve
asimilasyonunu uyararak (Baglieri vd., 2014; Calvo, Nelson, & Kloepper, 2014; Ertani
vd., 2009; Ertani, Schiavon, Muscolo, & Nardi, 2013), karbon metabolizmasinda gérev
alan malat dehidrojenaz, izositrat dehidrojenaz, sitrat sentaz (Schiavon, Ertani, & Nardi,
2008) ve azot rediiksiyonunda ve asimilasyonunda gorev alan nitrat rediiktaz, nitrit
rediiktaz, glutamin sentetaz, glutamat sentaz, aspartat aminotransferaz enzimlerinin
aktivitesi (Maini, 2006; Schiavon vd., 2008) artirmaktadir. Ayrica protein
hidrolizatlarinin bitkiye yapraktan ve koklerden uygulanmasi, makro ve mikro besin
elementlerinin alinmasini, su ve besinlerin daha iyi kullanilmasini saglamaktadir (Cerdén,
Sanchez, Oliver, Juarez, & Andreu, 2008; Ertani vd., 2009; Halpern vd., 2015). Bitkilerin
primer metabolizmasina bu etkilerinden dolay1 protein hidrolizat uygulamalari, ¢esitli
bahge bitkilerinde vejetatif biiytimeyi tesvik ederek mahsul verimliliginin arttirmaktadir
(Halpern vd., 2015).Ayrica bitkilere uygulanan protein hidrolizatlarinin bitkilerde
sekonder metabolizmay1 indiikleyerek, bitkinin savunma mekanizmasini arttirmasina,
tuzluluk, kuraklik, sicaklik ve oksidatif kosullar gibi stres kosullarina kars1 dayaniklilik
tesvikini saglamaktadir (Apone vd., 2010; Ertani vd., 2013; Kauffman, Kneivel, &
Watschke, 2007). Protein hidrolizatlariin bitkiler tizerindeki bu etkileri yaninda
antioksidan (Je, Park, & Kim, 2005), antimikrobiyal (Przybylski, Firdaous, Chataigné,
Dhulster, & Nedjar, 2016), antihipertansif (Kim, Ngo, & Vo, 2012), antikanser (Cicero,
Fogacci, & Colletti, 2017; Su vd., 2014), antidiyabetik (Hall, Johnson, & Liceaga, 2018)

gibi farmasotik etkileri de bulunmaktadir.

Protein igerikli artiklarin olusturduklari ¢evre kirliligine karsi ekolojik bir ¢oziim
olmast ve protein hidrolizatlarinin organizmalar {izerinde pozitif etkilerinden dolay1
arastirmacilarin protein hidrolizati iiretim yontemlerine ilgisini arttirmistir (Suhag, 2016;
Xu & Geelen, 2018). Protein hidroliz prosesi temel olarak, substrat se¢imi, hidroliz
yontemi se¢imi, hidrolizasyon sartlarinin  optimizasyonu, hidroliz, filtrasyon,
yogunlagtirma ve iriin paket asamalarindan olusmaktadir (Pasupuleti, Holmes, &
Demain, 2008).

Bu ¢alismada, Trakya bolgemizde bulunan mezbaha faaliyetlerinden dolay1 ortaya
¢ikan hayvansal artiklarin olusturdugu ¢evre sorunlarinin 6niine gegilmesi amaciyla, bu

artiklar arasinda yer alan akciger dokusunun hem fiziksel hemde kimyasal 6zelliklerinden



dolayr katma degeri yiiksek, antioksidan ve anti inflamatuar 6zellikleri olan ancak
literatiirde iiretim proseslerinin bilgi eksikligi olmasi nedeniyle akciger dokusu aragtirma
materyali olarak se¢ilmistir. Papain enzimi yapisinin iyi bilinmesi, yiiksek sicaklilarda
stabil kalmasi, pH 3-9’da calisabilmesi ve proteinlere, kisa zincirli peptidlere ve amid
baglantilarina karst kapsamli proteolitik aktivite gostermesi nedeniyle akcigerin
enzimatik hidrolizi i¢in kullanilmasi uygun goriilmiistiir. Akcigerin papain ile hidroliz
edilmesi ile elde edilen hidrolizatlar: diisiik hidroliz derecesine sahiptir (Lafarga & Hayes,
2017). Maksimum hidroliz derecesini elde etmek igin asidik ve alkali 6n hidroliz
yaptlmasi planlanmistir. En ideal 6n hidroliz kosullar1 yanit yiizey yontemleri
kullanilarak olusturulan deney tasarimlarmma gore optimize edilmeye ¢alisiimistir.
Optimizasyonda kullanilan bu yontem, belirlenen parametrelerle, yiiksek hidroliz
derecesine sahip iriin 6zelligi arasindaki iliski regrasyon denklemiyle bir model
olusturmaktadir (Cho vd., 2004). Optimizasyonda kullanilan yanit yiizey yontemlerinin
en biiylik avantaji, bircok bagimsiz degisken faktorii ve bu faktorler aralarindaki iligkiyi
degerlendirmek igin gerekli olan deney sayisini1 en aza indirmesidir (Korkmaz, 2018).
Optimum kosullar belirlendikten sonra elde edilen protein hidrolizat: enzimatik hidrolize
tabii tutulmustur. Enzimatik hidroliz, 6n hidroliz ve on hidrolizli enzimatik hidroliz
prosesinden elde edilen protein hidrolizatlar1 kuru madde, organik madde, kiil, hidroliz

derecesi ve protein miktarlar1 bakimindan karsilastirilmistir.

Bu calismanin nihai hedefi, protein hidroliz proseslerini inceleyerek, cevre
kirliligine neden olan mezbaha artiklar1 arasinda yer alan akciger dokusunundan
maksimum hidroliz derecesine sahip, ¢evre kirliligi sorununa ekolojik ¢6ziim olusturacak

ve ekonomik degere sahip protein hidrolizatlari elde etmektir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

Organik maddelerde bulunan amino asitler, peptitler ve proteinler, protein
biyosentezi i¢in gerekli ham maddelerin karsilanmasinda, enerji kaynagi olmasinda ve
organizmada bir¢cok olayin diizenlenmesinde gorev almasi nedeniyle canlilar i¢in ¢ok
onemlidir (Dziuba & Dziuba, 2014; Walther & Sieber, 2011). Amino asit ve peptitlerden
olusan protein hidrolizatlari, organizmalarin metabolizmalarina ve sagligina pozitif etki
eden spesifik biyopeptit fragmentleri olarak tanimlanmaktadir (Shahidi & Zhong, 2008;
Sharma vd., 2011).

Bu spesifik biyopeptit fragmentleri proteinlerin i¢inde inaktif durumdadir (Meisel
& Bockelmann, 1999) ve proteinlerin gesitli yollar ile par¢alanmasi sonucunda ortaya
cikmaktadir. 4442 farkli biyopeptit fragmenti Biopep-UWN adli veri tabaninda kayit
altina alinmustir (Katedra, 2022).

Protein hidrolizatlar1 amino asitlerin peptit baglar1 ile baglanmasi sonucu
olusmaktadir. Peptit fragmentleri genellikle 2-20 amino asitlik reziduelerden
olusmaktadir (Moller, Scholz-Ahrens, Roos, & Schrezenmeir, 2008). Bu biyopeptit
fragmentler peptidaz enzimleri ile parcalanmaya karsi direng gostermektedir (Kitts &
Weiler, 2003). Buna karsilik proteinler polipeptitlerden olusmus yiiksek molekiil
agirhigina sahip molekiillerdir (Sharma vd., 2011).

2.1.Protein Hidrolizatlarimin Simiflandirilmasi ve Karekterizasyonu

Protein hidrolizalatlar1 protein kaynaklar1 ve hidroliz metodlar1 olarak

siiflandirilmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Protein hidrolizatlarinin Siniflandirilmasi.

Protein kaynaklar: bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olarak iice ayrilmaktadir.
Giintimiizde inek stitii (Korhonen, 2009; Léonil, 2014; Cordoba & Cordova, 2005), peynir
(Pritchard, Phillips, & Kailasapathy, 2010) ve siit iiriinleri (Choi, Sabikhi, Hassan, &
Anand, 2012) en biiyiik hayvansal menseili protein ve peptit kaynaklaridir. Ayrica
hayvansal menseili protein ve peptitler et, yumurta, ton baligi, sardalya, ringa balig1 ve

somon gibi gesitli balik tiirleri gibi diger hayvan kaynaklarindan da elde edilebilirler.

Bugday (Kumagai, 2010), musir, soya fasulyesi (Singh, Vij, & Hati, 2014), piring
(Selamassakul, Laohakunjit, Kerdchoechuen, & Ratanakhanokchai, 2016), mantarlar,
kabak, sorgum (Moller vd., 2008) gibi mahsiiller bitkisel menseili protein ve peptit

kaynaklar1 olarak degerlendirilebilir.

Bununla birlikte, endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanan sigir kani (Przybylski
vd., 2016), jelatin (Lassoued vd., 2015) , mezbaha artiklari, boynuz, kil, yiin, deri artiklari
ve tavuk tiiyii gibi hayvansal menseili artiklardan (Drobek, Frac, & Cybulska, 2019) veya

misir, bugday, susam tohum artiklar1 ve algler gibi bitki menseili (Calvo vd., 2014) veya



mikrobiyal kokenli proteinlerden (Suman, Nupur, Anuradha, & Pradeep, 2015) de protein
hidrolizatlar elde edilebilmektedir.

Proteinlerin hidrolizi i¢in tercih edilen yontemler, protein kaynaklarin fiziksel ve
kimyasal yapisina baglidir. Ornegin Keratin yapisina sahip tiiyler, killar, boynuzlar,
gagalar veya ylinler gibi protein kaynaklarinin hidrolizi olduk¢a zordur. Bu nedenle
genellikle asidik veya alkali hidroliz ile veya bakteriyel keratinazlar kullanilarak hidrolize
edilebilir (Pasupuleti & Braun, 2008). Bunun aksine, peynir alti1 suyu, bagirsak, et ve
kemik unu, kan, gibi hayvansal iiriinler veya soya, bugday, piring, bezelye ve pamuk
tohumu gibi bitkisel bilesenler genellikle genel enzimatik olarak hidroliz edilebilir
(Dieterich vd., 2014; Pasupuleti, Holmes, & Demain, 2008).

Uretim siireci ve protein kaynag, elde edilen protein hidrolizatlarinin kimyasal
karekterizayonu belirlemektedir. Hayvansal menseili proteinlerin hidrolizatlarinin

tiretimi i¢in genellikle asidik veya alkali hidroliz yontemleri tercih edilmektedir.

Asidik iiretim prosesinde, hidroliz ortamina belirli oranlar da kuvvetli asitlerin
(hidroklorik asit ve siilfiirik asit gibi) eklenmesi, yiiksek sicaklik ve basing altinda peptit
baglariin kirilmasi prensibine dayanmaktadir. (Bouhamed & Kechaou, 2017; Gezgin
vd., 2020; Hou vd., 2017).

Proteinler, asit ile hidroliz edilmesi sonucunda aspartik asit, glutamik asit, prolin,
glisin, alanin, 16sin, fenilalanin, histidin ve arginin amino asitleri ortaya ¢ikmaktadir.
Diger amino asitler ise hidroliz sirasinda dontisiimlerden gecerler. Asparjin ve glutamin,
asidik hidroliz sirasinda deaminasyona ugrayarak aspartik asit ve glutamik asit’e
dontismektedir. Serin ve treonin amino asitleri %5-15 oraninda kismi olarak
kaybolmaktadir. Sistein hidroliz sirasinda kaybolabilir, metiyonin ise metiyonin siilfoksit
ve metiyonin siilfona oksitlenebilir (Hou vd., 2017; Mustatea, Ungureanu, & lorga,
2019).

Alkali hidroliz yonteminde ise CaOH>, KOH ve NaOH gibi ajanlar kullanilarak
alkali ortamda protein kaynaklarinda bulunan peptit baglarinin yiiksek sicaklikta (70-80
°C) pargalanmasi esasina dayanir. Alkali ajanlar peptit baglarina su molekiilii ekleyerek
parcgalar. Ancak alkali hidroliz sonucu liretilen hidrolazat igindeki amino asitlerden serin,

arjinin, asparjin ve glutamin amino asitleri tamamen par¢alanmis olur. (Hou vd., 2017).



Kimyasal hidrolizde kullanilan ajanlar, tim peptid baglarina saldirarak protein
hidrolizine yol a¢tigindan dolay1r yiiksek miktarda serbest amino asit elde
edilebilmektedir. Kimyasal hidroliz reaksiyonundan sonra L formu ve D formu amino
asitler olusmaktadir. Canlilar i¢in kullanisli amino asitler L formu amino asitlerdir. D
formu amino asitler ise biyolojik aktiviteleri diisiiktiir ve canlilar igin toksik etki
gosterebilmektedir (Luciano Cavani, Ciavatta, & Gessa, 2003; Lisiecka vd., 2011).
Ayrica kimyasal hidroliz ile elde edilen protein hidrolizalarinda tuzluluk oram

yiikselmektedir (Colla vd., 2015)

Enzimatik hidroliz proteinlerin kontrollii sartlar altinda proteazlar tarafindan
parcalanmasi prensibine dayanmaktadir. Enzimler reaksiyon tipine gore ekzopeptidazlar
ve endopeptidazlar olarak iki sinifa ayrilmaktadir (Wu, 2013). Protein hidrolizatlarinin
iiretiminde kullanilan enzimler hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynaklardan elde
edilmektedir. Hayvansal kaynakli enzimler, pankreatin, tripsin,  pepsin,
karboksilpeptidazlar ve aminopeptidazlardir. Bitkisel kaynakli en ¢ok kullanilan enzimler
papain ve bromelain'dir. Bakteri ve mantar kaynaklarinin enzimleri, genis bir optimal
sicaklik, pH ve iyon konsantrasyonlari spektrumuna sahip bir¢cok proteaz tiiriidiir.

Mikrobiyal kaynakli en ¢ok kullanilan enzimler ise alkalaz ve flavourzyme’dir (Colla vd.,
2015)

Proteinlerin hidrolizi, tek bir enzim (6rnegin, tripsin) veya g¢oklu enzimler
(6rnegin, pronaz, pepsin ve prolidaz) karisimi ile gergeklestirilebilmektedir (Kunst &
Whitaker, 2003). Enzim seg¢imi, protein kaynagina ve hidroliz derecesine gore tercih
edilmektedir. Ornegin, protein yiiksek bir hidrofobik amino asit igerigine sahipse, tercih
edilen enzim, bu amino asitlerde olusan peptit baglarini par¢alayan enzim olacaktir (Kim,

Kawamura, & Lee, 2003).

Proteinlerin asit ve alkali hidrolizi ile karsilastirildiginda, enzimatik hidrolizinin

baslica avantajlar1 sunlardir:

(a) Sicaklik ve pH gibi hidroliz kosullar1 herhangi bir amino asit kaybina neden
olmaz;
(b) Proteazlar, peptit-bag hidrolizinin derecesini kontrol etmek igin daha

spesifiktir.



(c) Kullanilan enzim, hidrolizden sonra kisa siirede uygulanan yiiksek sicaklik ile
kolayca etkisizlestirilmektedir.

Proteinlerin enzimatik hidrolizinin dezavantajlari ise nispeten yiiksek maliyeti ve
ham protein materyallerinde enzim inhibitorlerinin potansiyel varligini igerir. Enzimatik
hidrolizde kullanilan enzimler ¢izelge 2.1°de verilmistir (Hou vd., 2017).

Cizelge 2.1 Protein hidrolizi i¢in kullanilan enzimler.

Enzimlerin Siiflar Enzim Isimleri EC Numaralar
Aspartat proteaz Chymosin 3.4.23.4
Pepsin A 3.4.23.4
o Sistein proteaz Bromelain 3.4.22.4
= Cathepsin B 3.4.22.1
S Ficain 3.4.22.3
5 Papain 3.4.22.2
s Metallo proteaz Bacillolysin 3.4.24.28
E Thermolysin 3.4.24.27
Serin proteaz Chymotrypsin 3.4.21.1
Subtilisin 3.4.21.14
Trypsin 3.4.21.4
Aminopeptidaz Aminopeptidaz 34.11.1
o Aminopeptidaz Y 3.4.11.15
= Karboksipeptidaz Karboksipeptidaz 3.4.16.1
S Glisin karboksipeptidaz 3.4.17.4
5 Alanin karboksipeptidaz 3.4.17.8
s Alanin karboksipeptidaz 3.4.17.9
= Dipeptidaz Dipeptidase 1 3.4.13.11
Prolin dipeptidaz 3.4.13.9
Prolil dipeptidaz 3.3.13.8

Protein hidrolizatlari, %1 ile %85 arasinda peptit fragmenti, %2-18 oraninda ise
serbest amino igermektedir. Hayvansal menseili protein hidrolizatlar1 bitkisel menseili
protein hidrolizatlarina gére daha fazla amino asit igermektedir. Kolajen bazli protein
hidrolizatlar1 yiiksek oraninda glisin ve prolin amino asiti igerirken baklagil bazli protein
hidrolizatlarinda ise aspartik asit ve glutamik asit yiiksek oranda bulunmaktadir (Ertani
vd., 2009). Benzer sekilde balik bazli protein hidrolizatlarinda aspartik asit ve glutamik
asit yiiksek oranda bulunmaktadir. Kazein bazli protein hidrolizati glutamik asit ve prolin
bakimindan zengindir. Bunlarin yaninda kolajenden tretilmis protein hidrolizatlarinda
standart proteinlerin disinda hidroksiprolin ve hidroksilizin de igermektedir (Chalamaiah,
Dinesh Kumar, Hemalatha, & Jyothirmayi, 2012; Ertani vd., 2009; Ertani vd., 2013).

Protein hidrolizatlarinin ihtiva ettigi peptitlerin konsantrasyonu ve molekiiler agirliklar



iiretim prosesine bagli olarak oldukc¢a degisken olabilmektedir. Peptitlerin molekiiler
agirlik dagilimi, birkag yiiz ile birkag bin Dalton arasinda degisebilir ve diisiik molekiiler
agirhiga sahip peptitlerin en yiiksek bitki biyostimulanti etkisi bulunmaktadir (Colla vd.,
2015).

Amino asitlerin ve peptitlerin yani1 sira, protein hidrolizatlar1 biyolojik
aktivitelerine katki saglayacak diger bilesikleri de icermektedir. Bu bilesikler arasinda
yaglar, karbonhidratlar, fenoller, mineral maddeler ve diger organik bilesikler bulunur.
Ornek olarak yoncadan elde edilmis protein hidrolizatlarinda fitohormon olarak

tanimlanan indoleasetik asit ve isopenteniladenozin tespit edilmistir (Ertani vd., 2014).

Yoncadan iiretilmis protein hidrolizatlarda, bitki biiylimesini tesvik eden yagl bir
alkol olan triakontanol molekiilii tespit edilmistir (Ertani vd., 2013). Ayrica bitkisel
menseili protein hidrolizatlari, enerji metabolizmasinda, oksidatif stres savunmasinda
Oonemli gorevler ustlenen karbonhidratlar ve fenoller icermektedir. Buna karsilik
hayvansal menseili protein hidrolizatlarinda karbonhidratlar, fenoller ve fitohormonlar

bulunmamaktadir (Colla vd., 2015).

Protein hidrolizatlarini olusturan biyoaktif peptitler fragmentleri, ana proteinlerin
yapisinda inaktif durumda bulunurlar ve kimyasal veya proteolitik enzimlerle hidroliz
sonucu serbest kalirlar. In vitro ve in vivo ¢calismalarda protein hidrolizatlar1 bitkilerin, ve
insanlarin metabolik aktivitelerinde énemli gorevler almaktadir (Unal, Sener, & Cemek,

2018)
2.2.Protein Hidrolizatlarinin Bitkiler Uzerindeki Etkisi

Bitkiler icin gelistirilmis preperatlarin, bitki lizerinde etkilerini gosterebilmeleri
i¢in bitki biinyesine giris yollar1 olduk¢a 6nemlidir. Amino asitler ve kiigiik peptitler hem
kokler hem de yapraklar tarafindan alinmaktadir (Matsumiya & Kubo, 2011; Soldal &
Nissen, 1978; Watson & Fowden, 1975). Protein hidrolizatlar: igerisinde ihtiva ettikleri
amino asitler ve peptit fragmentleri nedeniyle mikroorganizmalar i¢inde besin kaynagi
olusturmaktadir. Bu sebeple amino asitlerin ve peptit fragmentlerinin bitkiler tarafindan
kullanilabilirligi toprakta bulunan mikroorganizmalarinin aktivitelerine de baghdir.

Toprak mikroorganizmalarinin amino asitlerin tiilketimini 6l¢gen ¢alismalarda, topraklarda



bulunan amino asitler i¢in yarilanma émiirlerinin 1-6 saat oldugu tespit edilmistir (Moe,

2013).

13C-BN isaretli amino asitler kullanilarak yapilan domates, bugday ve ¢im
deneylerinde koklere uygulanan amino asitlerin %6-25’ni bitkiler tarafindan alindigi, geri
kalan amino asitlerin ise mikroorganizmalar tarafindan metabolize edildigi tespit
edilmistir. Ayrica bitkilerin kokleri ile aldiklar1 amino asitler bitki tiirii ve ¢esidine, toprak

kosullarina ve uygulanan amino asitlerin dozuna baglh olarak degismektedir (Moe, 2013).

Protein hidrolizatlari, bitkilere yapraktan uygulanarak toprak mikroorganizmalari
ile rekabeti arttirilabilir. Prolin, glutamik asit ve glisin amino asitleri ¢im bitkilerine
yapraktan uygulanduktan 8 saat sonra yapilan analizlerde sirasi ile %52, 51 ve 48
oraninda absorbe edilmektedir (Stiegler, Richardson, Karcher, Roberts, & Norman,
2013).

Seftali yapragina alanin, glutamik asit, glisin ve lizin puiskiirtiillmiis ve sirasi ile
%14, 10, 25 ve 26 oraninda bitki tarafindan absorbe edilmistir (Umemiya & Furuya,
2001). Diisiik molekiil agirliklarina sahip amino asitler ve peptitler yaprakdan daha hizli
sekilde absorbe edilmektedir. Ayrica arjinin ve lizin amino asitler, ayni1 molekiiler agirliga
sahip diger amino asitlere gore yapraktan daha yiiksek oranda absorbe edilmektedir

(Collavd., 2015).

Kokten veya yapraktan alinan amino asitler ve peptitler, hiicreden hiicreye ve
ksilem- floem aracilig1 ile uzak mesafelere tasinmaktadir. Lisin-histidin tastyict ailesi,
prolin tasiyict ailesi ve amino asit permeaz ailesi gibi integral membran protein sistemleri
amino asitlerin kokler tarafindan dogrudan aliniminda 6nemli rol almaktadir (Tegeder,

2012).

Amino asitler ve peptitler bitki biinyesinde dogrudan protein ve diger esansiyel
azotlu metabolitlerin tiretimi i¢in organik azot kaynagi olarak kullanilmaktadir (Rentsch,
Schmidt, & Tegeder, 2007). Bu rollerinin yaninda amino asitler ve peptitler sinyal
molekiilii olarak da gorev almaktadir. Bitki biinyesine alindiktan sonra hiicre zarindaki
spesifik reseptorler ile etkilesime girerek morfo-fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklere
yol agmaktadir (Ryan, Pearce, Scheer, & Moura, 2002). Ayrica mikroorganizmalar,
proteinleri sindirebilmek i¢in ortama proteazlar salgilayarak kiiciik peptit fragmentlerine

ayirmaktadir. Bu peptit fragmentleri bitkiler i¢in gelisim diizenleyici olarak etki
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gostermektedir (Trouvelot vd., 2014). Tuscia Universitesindeki son arastirmalarda marul
tizerinde bitkisel mengeili protein uygulamasinin, azot fikse eden, fosfor ¢dzen ve
indolasetik asit iireten bakteriler gibi arzu edilen, dogal olarak olusan mikroorganizmalari
uyardi@in1 gostermistir. Tim bu bulgular, protein hidrolizatlarin mikroorganizmalar
tarafindan islenerek bitki gelismesini uyaran biyostimulant gibi hareket edebilecegini

gostermektedir (Colla vd., 2015).

2.2.1 Protein Hidrolizatlarinin Bitki Primer Metabolizmasina Etkisi

Protein hidrolizalarinin bitkilerde azot metabolizmasin1 ve asimilasyonunu
uyardig1 birgok makelede bildirilmistir (Baglieri vd., 2014; Calvo vd., 2014; Ertani vd.,
2009; Ertani vd., 2013). Azot asimilasyonu, bitki biiyiimesini ve gelisimini kontrol eden
anahtar bir stirectir. Bitkilerde inorganik azot organik formlara metabolize edilmeden
once amonyaga doniismektedir (Crawford, Lynch, Whipps, & Ousley, 1993; Hoff,
Truong, & Caboche, 1994). Amonyak azotu, bitkilerde 6nemli azot tasiyicilarr olarak
gorev yapan glutamin, glutamat, asparajin ve aspartat amino asitlerine asimile
edilmektedir. Protein hidrolizatt musir bitkisine uygulandiktan sonra NAD bagimli
glutamat dehidrojenaz, nitrat rediiktaz ve malat dehidrojenaz aktivitelerini arttirmaktadir
(Maini, 2006). Ayrica misir bitkilerine uygulanan protein hidrolizatlar1 glikoliz ve krebs
dongiisti gibi farkli metabolik yollar1 da etkilemektedir (Ertani vd., 2009; Ertani vd.,
2013).

Karbon metabolizmasinda gorev alan malat dehidrojenaz, izositrat dehidrojenaz,
sitrat sentaz enzimleri ile azot rediiksiyon ve asimilasyonunda gorev alan nitrat rediiktaz,
nitrit rediiktaz, glutamin sentetaz, glutamat sentaz, aspartat aminotransferaz yer alan
enzimlerin aktivitesinin protein hidrolizat uygulamasi ile uyarilabilmektedir (Planques
vd., 2012; Schiavon vd., 2008) Krebs dongiisiinde yer alan enzimlerin ifadesinden
sorumlu olan genlere ait mRNA transkriptleri de protein hidrolizati uygulamasi sonucu
artmaktadir. Protein hidrolizatlari, enzim aktivitelerini diizenledigi gibi enzimlerin gen

ifadesini de regiile etmektedir (Ertani vd., 2013).

Yiiksek konsantrasyonlarda serbest amino asitler igeren protein hidrolizat
uygulamalar1 floemde amino asit yiiklenmesine yol agtigindan dolayr koklerde nitrat
alinimini baskilayarak nitrat rediiksiyon oranini da azaltmaktadir. Bu inhibisyonun etkisi,

nitrat konsantrasyonuna ve protein hidrolizatlarindaki amino asit tipine ve
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konsantrasyonuna baglidir. Ornegin eksojen olarak uygulanan glutamin, arpa koklerinde
nitrat ve amonyum tasiyici transkript azaltmaktadir (Fan, Weeks, Shen, & Miller, 2006;
Miller, Fan, Shen, & Smith, 2008). Mikrobesin maddelerini igeren hayvansal menseili
protein hidrolizati biber bitkisine yapraklarina uyguladiktan sonra koklerde nitrat
almimini ve azot asimilasyonun azaldigini gézlemlenmistir (Ruiz, Castilla, & Romero,
2000). Tiim bu veriler, amino asitlerin koklerde azot alinmasininda sinyal ve diizenleyici

oldugunu belirtmektedir

Protein hidrolizatlar1 bitkiye yapraktan ve koklerden uygulanmasi, makro ve
mikro besin elementlerinin alimmasini, su ve besinlerin daha iyi kullanilmasim
saglamaktadir (Cerdan vd., 2008; Ertani vd., 2009; Halpern vd., 2015). Protein
hidrolizatlarinin bu etkileri asagidaki nedenler ile bagdastirilmistir (Cerdan vd., 2008;
Colla, Rouphael, Canaguier, Svecova, & Cardarelli, 2014; Ertani vd., 2009; Martinez vd.,
2010; Lucini vd., 2015):

a) Topraktaki mikrobiyal ve enzimatik aktivitenin artmasi

b) Ozellikle Fe, Zn, Mn ve Cu gibi mikroelementlerin ¢dziiniirliigiinii ve
hareketliliginin saglanmasi

c) Bitkinin 6zellikle kok uzunlugu, yogunlugu ve lateral kok sayisinin artmasi

d) Nitrat rediiktaz, glutamin sentetaz ve demir (I11) selat rediiktaz aktivitelerindeki

artis

2.2.2 Protein Hidrolizatlarinin Bitki Sekonder Metabolizmasina Etkisi

Bitkinin biiylime ve gelismede dogrudan etkili olmayan organik bilesiklerin
sentezlendigi proses sekonder metabolizma, sentezlenen bilesiklere ise sekonder
metabolitler olarak tanimlanmaktadir. Sekonder metabolitler bitkilerin biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine karst dayaniklilik olusturulmasunda ve yabanci otlara karsi
allelopatik etki gostermesinden sorumludur. Sekonder metobolitler bunun yani sira
endiistriyel alanlarda tekstil, kozmetik ve ila¢ sanayisinde de kullanilmaktadir (Tiring,

Satar, & Ozkaya, 2020).

Protein hidrolizatlarinin bitkilerde sekonder metabolizmay1 indiikledigi ve
bitkinin savunma mekanizmasini arttirarak, tuzluluk, kuraklik, sicaklik ve oksidatif
kosullar gibi stres etmenlerine karsi dayaniklilik saglamaktadir (Apone vd., 2010; Ertani
vd., 2013; Kauffman vd., 2007). Serbest amino asit, peptit ve sekerlerin bulundugu bir
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karsimi Arabidopsis thaliana bitkisinde uyguladiklarinin oksidatif streste gorevli olan
komponentlerin gen ekspresyonunu indiikledigini gézlemlenmistir (Apone vd., 2010).

Hidroponik ortamda tuz stresine maruz birakilan misir fidelerine uygulanan
bitkisel menseili protein hidrolizati, bitkilerde flavonoidlerin sentezini ve birikimini
arttirmaktadir (Ertani vd., 2013). Flavonoidlerin artmasi, fenil propanoid biyosentezinde
yer alan fenilalanin amonyak liyaz (PAL) enziminin aktivitesi ile baglantilir. Bu proteini
kodlayan genlerin bir¢ok bitki tliriinde bir dizi abiyotik ve biyotik strese kars1 duyarlidir
(Huang, Jander, & de Vos, 2011) ve bir¢ok biyostimulantlar tarafindan indiiklenebilir
(Ertani, Francioso, Tugnoli, Righi, & Nardi, 2011; Schiavon vd., 2008).

Amino asit yapisindaki prolin, stres altinda ozmotik diizenlemede rol aldig1 gibi
(Bayat, Kusvuran, Ellialtioglu, & Ustiin, 2014), prolin baglantili pentoz fosfas yolagmin
aktivitesini saglayarak sikimat ve fenil propanoid yolaklarini stimule ederek fenolik
bilesiklerin sentezlenmesini de saglamaktadir (Shetty & McCue, 2003). Metabolik bir
calismada, tuzlu kosullar altinda yetistirilen marul bitkilerinde uygulanan bitkisel
menseili protein hidrolizat1 bitki biinyesinde terpenler ve glukosinolatlar gibi sekonder
metabolitleri arttirmaktadir. Bu sekonder metabolitler marul bitkisinde savunma yollarini
aktive eden sinyali modiile ederek tuzluluk toleransini gelistirilmesinde rol oynamaktadir

(Lucini vd., 2015).

Resveratrol tiziim bitkisinin yaprak ve tane kabugunda yiiksek miktarda
sentezlenen fitoaleksin 6zellik gosteren sekonder metabolittir. Bu sekonder metabolit,
iziim bitkisini hastaliklara kars1 direncini arttirmaktadir (Keskin, Noyan, & Kunter,
2009). Uziim bitkisine yapraktan uygulanan kazein ve soya fasulyesinden iiretilen protein
hidrolizatlari, resveratrol biyosentezinde gorevli olan stilben sentaz enziminin ifadesini
diizenleyerek, bu sekonder metabolitin yaprakta birikimini tegvik etmektedir. Yaprakta
biriken resveratrol, tiziimlerde kiilleme hastaliginin etmeni olan Plasmopara viticola'ya
kars1 bitkinin savunma mekanizmasini uyarmaktadir. Kazein ve soya fasulyesinden
tiretilen protein hidrolizatlarinin siirdiiriilebilir modern bagcilikta fungusit kullanimini

azaltabilecegini ongoriilmektedir (Lachhab vd., 2014).
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2.2.3 Protein Hidrolizatlarimn Bitki Biiyiime, Ciceklenme ve Verim Uzerine

Etkisi

Protein hidrolizatlarinin bitkiler tizerindeki diger etkisi ise, iiretimi yapilan bahge
cesitli bahge bitkilerinde vejatatif bliylimeyi, makro ve mikro besin almimini tesvik
ederek mabhsiil verimliligini arttirmaktadir (Halpern vd., 2015). Papaya bitkisine
uygulanan hayvansal menseili protein hidrolizati, uygulama yapilmamis bitkilere gore
pazarlanabilir meyve sayisi verimini % 22 oraninda arttirmaktadir. Bu durum protein
hidrolizatlarinin meyve tutumunu artirarak piyasaya arz edilen meyve sayilarinin

yiikselmesine baglanmaktadir (Payan & Stall, 2003).

Bununla birlikte, yukarida bahsedilen protein hidrolizatlarinin olumlu etkisi genel
degildir. Ispanak ve hindibada yapilan denemelerde protein hidrolizati uygulanmis
bitkiler ile kontrol kiyaslandiginda anlamli bir verim artis1 kaydedilmemistir (Wolska,
Kowalczyk, Nowecka, Mazur, & Metera, 2012; Kunicki, Grabowska, Sekara, &
Wojciechowska, 2010).

Cigekli bitkiler ile ilgili yapilan bir calismada hayvansal ve bitkisel menseili
protein hidrolizatlarinin zambak ¢iceklerinin kalitesi ilizerine etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglar, iirlin donglisii uzunlugunun azaldigi, yaprak alanimnin, ¢igek
tomurcuklarinin ¢apinin ve kok sisteminin kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda arttig

tespit edilmistir (De Lucia & Vecchietti, 2012).

Erkencilik ile ilgili yapilan bilimsel ¢alismada, tavuk tiiylinden elde edilmis
protein hidrolizatlari muz bitkisine topraktan ve yapraktan uygulanmigtir. Uygulama
yapilmis muz bitkilerinde, uygulama yapilmamis muz bitkilerine gére hasat zamani 28
giin kisalmistir. Tavuk tiiylinden elde edilen protein hidrolizati erkenciligin yaninda
meyve salkimindaki tarak sayisini, taraktaki meyve sayisini ve salkim agirligini sirasiyla
%10, 24, 26 oraninda arttirmistir. Ayrica arastirmacilar protein hidrolizatlarinin tarimda
kimyasal giibre kullanimin1 azaltacaginin ve kiimes hayvancilik sektoriindeki artiklarin
degerlendirilmesinde ¢evre dostu bir yol olacagmin kanaatine varmiglardir (Payan &

Stall, 2003).

Aminoasit ve peptit fragmentleri iceren protein hidrolizatlari, bitkini

biyokiitlesinde artisa neden olmaktadir. Bu artis, yapraktaki azot miktarinin
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yiikkselmesinden dolayr uyarilan fotosentez mekanizmasi ve fretilen sentatlardan
kaynaklanmaktadir. Ticari olarak iiretilen protein hidrolizatinin uygulandigi domates
bitkisinde kok ve govde biyokiitlesini, klorofil i¢erigini ve yaprakta bulunan azot i¢erigini
strast ile % 20, 27, 15 ve 21 oraninda arttirabilmektedir. Ayrica protein hidrolizati
domates bitkisinde kuvvetli koklerin gelisimini tesvik ederek azot aliniminin artisina ve

alinan azotun efektif sekilde kullanilmasini da saglamaktadir (Colla vd., 2014).

Yaprak klorofil miktarindaki azot ve asimilasyonundaki artis, protein
hidrolizatlarinin oksin benzeri etki gosterdigine baglanmaktadir (Nardi, Carletti,
Pizzeghello, & Muscolo, 2009). Kokleri kesilmis domates bitkilerine uygulanan protein

hidrolizatlar1 koklenme de oksin benzeri aktivide gostermektedir (Colla vd., 2014).

Protein hidroliz prosesinde kullanilan farkli protein kaynaklari ve yontemleri
nedeniyle elde edilen hidrolizatlarda, gesitli molekiiler agirliga sahip peptit fragmentleri
oraya ¢ikmaktadir. Peptit fragmentlerinin molekiiler agirligindaki bu degisim, protein
hidrolizatlarinin  bitkiler {iizerindeki kullanim dozunu ve biyolojik etkilerini
degistirmektedir. Bununla ilgili yiiriitiilen bilimsel bir ¢alismada, hayvansal menseili
protein hidrolizalarina ait gesitli peptit fragmentleri saksida yetistirilen kivi bitkisine
farkli dozlarda yapraktan uygulanmistir. Calisma sonucunda diisiik molekiiler agirlia
sahip (1-3 kDa) peptit fragmentleri diisiik konsantrasyonlarda bitkilerde govde ve
koklerin biiylimesini arttirmistir. Yiiksek molekiiler agirliga sahip (3-10 ve >10 kDa)
peptit fragmentleri ise yliksek konsantrasyonlarda sadece gévde biiylimesini arttirmistir
(Qurartieri, Lucchi, & Cavani, 2002). Giberellinler bitkilerde govde uzamasindan
sorumlu olan bitki hormonudur. Protein hidrolizatlar1 giberellin benzeri aktivite de
gostermektedir. Giberellin tiretimi yapamayan ciice bezelye bitkilerine uygulanan protein
hidrolizatlar1 bitki govdesinin uzamasini tesvik edebilmektedir (L Cavani & Ciavatta,
2007). Bu veriler diisiik molekiil agirliga sahip amino asit ve peptitlerin bitkiler tarafindan
kolayca emildigini, bitki biinyesinde sinyal molekiilii olarak gorev aldigini ve endojen

fitohormon biyosentezini tesvik ettigini géstermektedir (Colla vd., 2014).

Son yillarda meyve ve sebzelerde bulunan fitokimyasal bilesikler, organizmalarin
sagligina olumlu etkilerinden dolay1 bilim adamlari, gida uzmanlar ve iireticiler arasinda

onemli bir ilgi olusturmustur (Gruda, 2009; Khanam, Oba, Yanase, & Murakami, 2012).
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Fitokimyasallar, kardiyovaskiiler problemler, inme, artrit ve iltihapli bagirsak hastaliklar
gibi kronik hastaliklarin zararlarini azaltan veya onleyen dogal antioksidan bilesiklerdir
(Griep, Verschuren, Kromhout, Ocké, & Geleijnse, 2011; Slavin & Lloyd, 2012). Bu
fitokimyasallarin miktar1 ve kalitesi bitki genotipine, yetistirilme kosullarina ve tarim
yonetimi gibi ¢esitli faktorlere baglidir (Rouphael vd., 2012; Rouphael, Schwarz,
Krumbein, & Colla, 2010). Bu konu ile ilgili yapilan calismalarda protein hidrolizatlarin
bitkilere uygulanmasi sonucu bitkinin primer ve sekonder metabolizmasini degistirerek
karotonoidler, polifenoller ve flavonoidler gibi antioksidan bilesiklerin {iretimi ve
birikimin tesvik etmektedir (Ertani vd., 2014). Amino asit, peptit ve mineraller
bakimindan zengin olan tavuk tiiyli protein hidrolizati muz bitkisinde toplam fenolikler,
flavonoidler ve antioksidant molekiillerin seviyesini arttirabilmektedir (Gurav & Jadhav,
2013). Ayni sekilde bitkisel menseili protein hidrolizalari, kirmizi tiziimlerde kalite
parametreleri olan renk ve antosiyanin iizerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Kirmizi
liziimlerin toplam fenolik bilesiklerini ve toplam antosiyanin degerlerinin
arttirabilmektedir. Protein hidrolizatlarinin bu etkileri sekonder metabolizmada 6zellikle
fenilalanin amonyak yolaginda yer alan komponentlerin gen ifadesinindeki artigla

iligkilendirilmektedir (Parrado vd., 2007).

Bitki biinyesindeki nitrat miktari; bitkinin genetik yapisina, tiirline, yetistiricilik
kosullarina, bitki kisimlarina, ¢evre faktorlerine ve uygulanan tarimsal yontemlere gore
degismektedir. Sebzelerdeki nitrat orani, bitkilerin topraktan kokleri vasitasiyla alinan
nitrat miktarina ve endojen nitrat rediiktaz enzim aktivitesine baglidir (Ayaz & Yurttagiil,
2006). Tarimsal verimi artirmak amaciyla topraga uygulanan nitratli giibreler ve
endiistriyel faaliyetler sonucu cevreye yayilan nitratli artiklar sebebiyle yetistirilen
bitkilerin nitratlarla kirlenmesine yol agmaktadir. Gerek ekimden 6nce ve gerekse daha
sonraki asamalarda ekili alanlara uygulanan sodyum, potasyum ve amonyum nitratl
yapay giibreler ile endiistriyel etkinlikler sonucunda c¢evreye yayilan nitratlt artiklar da
kiiltiir bitkilerinin nitratlarla kirlenmesine yol agmaktadir (Warman & Havard, 1998).
Birim alandan verim artis1 igin yapilan fazla nitratli giibreleme sonucunda, 6zellikle kok
ve tepe organlarinda nitrat biriktirmektedirler. Boylece 1spanak ve marul gibi bitkilerin
kuru maddelerinin % 10’nundan fazlas1 nitrat olabilmektedir (Ayaz & Yurttagiil, 2006).
Toplum saglig1 acisindan sebzeler ile alinan nitrat ile mide kanseri arasindaki yakin bir

iliski bulunmaktadir (Ozdestan & Ali, 2010). Hayvansal menseili protein hidrolizatlarinin
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biber bitkisine yapraktan uygulandiktan sonra koklerde nitrat alinimini azalttigini
bildirmistir (Ruiz vd., 2000).

Hidroponik olarak yetistirilen ¢in lahanasi siirgiinleride amino asitlerin, biiyiime
ve nitrat biriktirme iizerine etkileri incelenmek icin yiiriitiilen bilimsel caligmada
arastirmacilar, hidroponik ortama ekledikleri nitrat azotunun % 20’sine es deger amino
asit karisimi eklemiglerdir. Amino asit karisimi igerisinde sistein, glisin, histidin ve arjinin
bulunmamaktadir. Amino asit uygulanmis bitkilerde uygulanmamis bitkilere gore nitrat
birikimi azalmistir. Bitkiler tizerindeki bu ¢alisma amino asit karigimindan asparajin,
arjinin ve glutamin ¢ikartilmis ve bitkilerin biliylimesinde azalma gézlemlenmistir.
Arastirmacilar deney sonucunda asparajin ve glutaminin bitki gelisimine olumsuz etki
gostermeden nitrat azotu yerine kismen kullanabilecegi sonucuna varmislardir (Jing vd.,

2007).

Nitratin bitki biinyesindeki azalmasinda etkili olan amino asitlerin rolii, nitrat
metabolizmasinda gorev alan nitrat ve nitrit rediiktaz, glutamin sentetaz, glutamat sentaz

ve aspartat aminotranferaz enzim aktivitelerinin diizenlenmesi ile iligskilendirilmistir

(Calvo vd., 2014;Liu & Lee, 2012; Liu, Ko, Kim, & Lee, 2007).
2.2.4 Protein Hidrolizatlar1 ve Abiyotik Stres Toleransi

Bitkiler, diisiik veya yiiksek sicaklik, su stresi, yiiksek 1s1k yogunlugu, ultraviyole
radyasyonu, besin eksikligi ve besin dengesizligi gibi ¢cok sayida abiyotik streslere maruz
kalmaktadirlar (Ambrosini vd., 2021). Bu abiyotik stres faktorleri, tirlinde 6nemli verim
kaybmna neden olmaktadir ve iklim degisikligi ile de bu etki katlanarak artmaktadir
(Rahmstorf & Coumou, 2011; Wang, Vinocur, Shoseyov, & Altman, 2004; Wani, Kumar,
Shriram, & Sah, 2016). Avrupa Birligi tarafindan yaymnlanan diinyadaki ¢6llesme atlasi
verilerine gore, toprak yapisinin bozulmasinin ve iklim degisikliklerinin etkileri, 2050
yilina kadar kiiresel tarim iriinlerinin verimini % 10 azalmasina ve bdylece agir
ekonomik kayiplara neden olacaktir (Cherlet vd., 2018). Kuraklik ve su stresi misir
bitkisindeki mahsiilii %40 oraninda (Daryanto, Wang, & Jacinthe, 2016) ve boriilcede ise
%68’¢ kadar verimi azalmaktadir (Farooq vd., 2017). Dahasi, su stresi ve toprak
tuzlulugu, oksidatif, osmotik ve sicaklik stresini de tetiklemektedir (Landi, Hausman,
Guerriero, & Esposito, 2017).
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Aragtirmacilar, ¢evre kirliliginden sorumlu olan ve ayni zamanda abiyotik
streslere kars1 bitkiler i¢in direng saglayan ve mahsiil verimini artiran organik maddelere
odaklanmaktadir (Suhag, 2016). Bir¢ok biyoaktif maddeler bitkiler i¢in biyostimulant
olarak tanimlanmistir. Bunlar, himik ve fulvik asit, hayvansal ve bitkisel protein
hidrolizatlari, deniz yosunu ekstratidir. Bitkiler i¢in biyostimulant etki gdsteren protein
hidrolizatlar1 6zellikle organik protein artiklardan elde edildikleri i¢in gevre kirliligine
kars1 ekolojik bir ¢6ziim olmasi hemde ekonomiye katki saglamasi nedeniyle ilgi

¢ekmektedir (Xu & Geelen, 2018).

Tuzluluk, artan insan niifusunun artmasi ile birlikte yer kiiremizdeki verimli tarim
alanlarida yetistirilen besin iirlinlerinin {iretimini énemli diizeyde kisitlayan gevresel
faktorlerlerdendir (Botella, Rosado, Bressan, & Hasegawa, 2005). Topraklarda olusan tuz
stresi, bitkilerin biiyiimesini ve gelismesini osmotik ve iyon dengelerini degistirerek engel
olmaktadir (Parida & Das, 2005). Rizosferinde tuz miktarinin artmasiyla birlikte
kullanilabilir su azalmakta, bunun sonucu olarak bitkilerde osmotik stres olusmaktadir
(Tuteja, 2007). Osmotik stres sonucu bitkide hiicre genislemesi azalmasina ve siirgiin
gelisiminin yavaslamasina neden olmaktadir. Ayrica artan sodyum ve klor iyonlari,
potasyum, kalsiyum ve nitrat gibi gerekli besin elementleri ile rekabete girerek bitkilerde
besin eksikligini ve dengesizligini meydana getirmektedir (Hu & Schmidhalter, 2005).
Ayrica sodyum kloriir molekiiler seviyedeki zarar1 ise DNA, protein, klorofil ve zar
fonksiyonuna zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu, fotosentezin inhibisyonu,
metabolik toksisiteyi, K* aliminin engellenmesini ve hiicre oliimiinii tetiklemektedir
(Botella vd., 2005; Hong, Chao, Yang, Cho, & Kao, 2009).

Tuz stresi, hiicre boliinmesini ve uzamasini etkileyerek, bitkilerde kok ve govdede
hiicre sayisinin, mitotik aktivitenin ve hiicre boliinme oraninin azalmasina neden olur
(Burssens vd., 2000). Buna bagli olarak bitkinin govde ile kok uzunlugunda ve agirliginda
azalma; yapraklarda kiiciilme ve incelme ile sayilarinda azalma; yaprak ylizeyinde
bulunan mumsu tabaka ile kutikula tabakasinda incelme; vaskiiler doku farklilagsmasinda
ve gelisiminde azalma meydana gelmektedir. Ayrica, erken donemde kokte lignifikasyon
olusumu da gozlenmektedir (Mohammad, Shibli, Ajlouni, & Nimri, 1998; Reddy &
lyengar, 1999).

18



Hipoksik ortam, tuzluluk ve besin stresinin olusturuldugu ortamda yetistirilen
muisir bitkisi tizerinde kollajenden {tiretilmis protein hidrolizatinin etkileri incelenmistir.
Protein hidrolizat1 stres altindaki bitkilerde kok uzamasini saglamistir. Ayrica siiperoksit
dismutaz enzimini kodlayan ZMSOD1A geninin ifadesini de indiiklemistir. Bu nedenle,
hipoksik ortam, tuzluluk ve besin stresinin neden oldugu abiyotik stres kosullarinda
protein hidrolizatlar1 bitkinin antioksidan sisteminde gorevli olan enzimlerin ifadesini
diizenleyerek stresin olumsuz etkilerini azaltabilmektedir (Trevisan, Manoli, &
Quaggiotti, 2019).

Disaridan uygulanan indolasetik asit tuz stresine maruz birakilan bugday
fidelerinde kok ve govde gelisimini gelistirmektedir (Egamberdieva, 2009). Ayrica
eksojen olarak uygulanan triakontanol bugday ve turp bitkilerinin tuz stres hasarimni
tyilestirmektedir (Cavusoglu, Kili¢, & Kabar, 2008; Perveen, Shahbaz, & Ashraf, 2011).
Yonca bitki proteinlerinden elde edilmis protein hidrolizati indolasetik asit ve trikontanol
benzeri aktivite gostererek misir bitkisinin NaCl ile olusturulmus tuz stresine ortaminda

biiylimeyi 6nemli 6l¢iide uyarmaktadir (Ertani vd., 2013).

Tuzluluk stresi olusturulmus marul bitkisine yapraktan ve kokten uygulanan
bitkisel menseili protein hidrolizati, oksidatif stresi azaltmis, osmotik regiilasyonu
diizenlemis ve hormon ve steroller, terpenler, glukozinolatlar gibi sekonder metabolitlerin
seviyelerini degistirerek strese karsi tolerans saglamis ve bitkinin azot metabolizmasini
gelistirmis ve fotosistem II’'nin verimliligini arttirmistir. Bu etkilerinden dolayr marul
bitkisinde tuzluluk stresi altinda pazarlanabilir iiriin verimini yikseltmistir (Lucini vd.,
2015).

Kuraklik, bitki hiicrelerindeki su potansiyelinde azalma, stomalarin islevlerindeki
degisiklikler ve reaktif oksijen tiirlerinin artis1 ile olusan oksidatif hasar siirecleri,
bitkilerin fizyolojik islevlerini etkileyen en dnemli ¢evresel faktorlerden biridir. Strese ilk
yanit olarak reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu oksidatif strestir (Blokhina,
Virolainen, & Fagerstedt, 2003; Neto vd., 2006). Bitki biinyesinde olusan reaktif oksijen
tiirlerinin seviyesi antioksidan maddeler ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GP) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi
antioksidan enzimler tarafindan kontrol edilmektedir. Protein hidrolizatlarinin, normal

sartlar altinda ve kuraklik stresi kosullarinda misir ve soya fasulyesinde SOD, CAT ve
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APX enzimlerinin aktiviteleri incelenmistir. Protein hidrolizatlar1 bitkilerde SOD, CAT
ve APX'in aktivitesini arttirarak, stres sonucu olusan oksidatif hasarin azaltilmasinda

yardimci olmaktadir (Vasconcelos, Zhang, Ervin, & Kiehl, 2009).

Tarim ve bahge bitkilerinde agir ekonomik verim kayiplarina neden olan bir diger
yaygin cevresel streste diisiik sicakliktir. Diislik sicaklik siirgiin ve kok agirliklarinda
azalmalara neden olmaktadir. Hayvansal menseili protein hidrolizat1 kok ve siirgiin taze

agirhiklarini arttirarak soguk stresine karsi direng saglamaktadir (Botta, 2012).
2.3 Protein Hidrolizatlarinin Farmasotik Etkisi

Bir peptidin farmasotik aktivitesi, yapisina, amino asit bilesimine, N ve C-
terminal amino asit tipine, peptid zincirinin uzunluguna, peptidi olusturan amino asitlerin
yiik karakterine, hidrofobik / hidrofilik 6zelliklerine baghdir (Sdnchez, Véazquez, &
Safety, 2017). Ornegin, daha yiiksek anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitér
aktivitesine sahip peptitler genellikle aromatik veya bazik N-terminal amino asitlere, C-
terminalinde daha yiiksek miktarda hidrofobik ve pozitif yiiklii amino asitlere sahiptir (Li
& Yu, 2015). Bir diyet bileseninin biyoaktif olarak kabul edilmesi i¢in fizyolojik diizeyde
Olciilebilir bir biyolojik etki saglamasi gerekir. Bu biyoaktivite, toksisite, alerjenite ve
mutajenite gibi potansiyel olarak zararli etkileri hari¢ tutan, saghigi faydali bir sekilde
etkileme potansiyeline sahip olmalidir (Moéller vd., 2008). Protein hidrolizatlarinin
antioksidan, antimikrobiyal, antihipertansif, antikanser, antidiyabetik ve antilipidemik

gibi farmasotik etkileri bulunmaktadir.
2.3.1 Protein Hidrolizatlarinin Antioksidan Etkileri

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler yapilarinda bir veya daha fazla sayida
eslenmemis elektron igeren kararsiz ve oldukga reaktif molekiillerdir (Halliwell, 2007).
Olusan bu reaktif molekiiller oksijen ile tepkimeye girerek oksidatif stresten sorumlu olan
stiperoksit anyonu (O2e-), hidrojen peroksit (H203), hidroksil radikali (HO*) bilesikleri
olustururlar (Karabulut & Giilay, 2016).

Olusan bu serbest radikaller bircok biyolojik molekiil ile reaksiyona girerek
onlarin yapisint bozmaktadir. Yag asitleri ile reaksiyonu sonucu MDA molekiilii

olugmaktadir. Proteinler ile reaksiyonu sonucu proteinin ii¢ boyutlu yapisini degistirerek
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islevsiz hale getirmektedir. Serbest radikaller DNA ve RNA ile reaksiyonu sonucu

mutasyonlara, niikleotit zincirlerini kirilmasina neden olmaktadir (Bostanci, 2014).

Balik protein hidrolizatlar1 antioksidan aktiviteye sahip kiiclik peptit fragmentleri
icermektedir (Elias, 2008). Protein hidrolizatlarinin antioksidan potansiyeli, amino asit
bilesimine ve enzimatik hidroliz ile ana proteinlerin {i¢iinciil yapisinin bozulmasina
baghdir. Balik isleme artigi olarak ortaya g¢ikan alaska mezgit balik iskeletlerinden
tiretilen farkli peptit fragmenlerinin antioksidan 6zelliklerinin degerlendirildigi calismada
Leu-Pro-His-Ser-Gly-Tyr amino asit sekansina sahip peptit fragmentinin en yiiksek
antioksidan 6zelligi tagidig: bildirilmistir (Je vd., 2005). Sardalya artiklarinin enzimatik
hidrolizi ile Leu-His-Tyr, Leu-Ala-Arg-Leu, Gly-Gly-Glu, Gly-Ala-His, Gly-Ala-Trp-
Ala, Pro-His-Tyr-Leu ve Gly-Ala-Leu-Ala-Ala-His sekanslarina sahip peptit
fragmentleri elde edilmistir. Bu peptitler arasinda en yiiksek antioksidan 6zelligini Leu-
His-Tyr sergilemistir ve muhtemelen His-Tyr dizisi amino asitlerinin varligi, peptitlerin

antioksidan aktivitesine 6nemli 6l¢iide katki saglamaktadir (Bougatef vd., 2010).
2.3.2 Protein Hidrolizatlarin Antimikrobiyal Etkileri

Antimikrobiyal peptitler, gesitli bitki, omurgasiz ve omurgali hayvan tiirlerinde
birgok doku ve hiicre tiirii tarafindan iiretilen g¢esitli molekiil gruplaridir. Amino asitler,
sahip olduklar1 kompozisyonlar, amfipatiklik 6zellikler, katyonik yiikler ve boyutlari
sayesinde mikroorganizmanin zar katmanlarina baglanmalarimi ve  girislerini
saglamaktadir (Brogden, 2005).

Bu peptitler, bakteri ve mantar gibi g¢esitli mikroorganizmalarin hiicre
biiylimesinin inhibisyonunda ve Oldiiriilmesinde rol oynamaktadir. Antimikrobiyal
peptitlerin molekiiler agirliklar1 genellikle 10 kDa'’nun altindadir ve enzimatik hidroliz

ile in vitro da tiretilmektedir (Kim & Wijesekara, 2010).

Cesitli patojenik mikrooganizmalara kars1 60’dan fazla antimikrobiyal peptit
preperati1 gelistirilerek piyasaya siiriilmiistiir (Fosgerau & Hoffmann, 2015). Potansiyel
terapotik  ajanlar  olarak  degerlendirilen  antimikrobiyal peptitler, patojenik
mikrooganizmalara karsi kullanilmalari umut vericidir (Cruz, Ortiz, Guzman, Fernandez

Lafuente, & Torres, 2014). Bu peptitlerin ¢ogu, anyonik hiicre duvarlari ve
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mikroorganizma zarlari ile etkilesimlerini kolaylastiran hem katyonik hem de hidrofobik

ozelliklere sahip amfipatik bir yap1 sergilemektedir (Pimenta & De Lima, 2005).

Bir mezbaha yan {riinii olan sigir kani, zengin bir antimikrobiyal peptit
kaynagidir. Sigir kani ile yapilan ¢alisma da 653 Da molekiil agirligina ve Thr-Ser-Lys-
Tyr-Arg sekansina sahip kiigiik hidrofilik peptit tanimlanmistir. Bu peptit et koruyucu
olarak lipid perosidasyonunu % 60 oraninda geciktirmis ve 14 giin boyunca mikrobiyal

biiyiimeyi inhibe etmistir (Przybylski vd., 2016).

Farkli ticari enzimler (termolizin+proteinaz A, tripsin, proteinaz K, tirosinaz,
pepsin, papain ve proteaz) kullanilarak, sigir sarkoplazmik proteinlerinden elde edilen
peptitlerden Gly-Leu-Ser-Asp-Gly-Glu-Trp-GIn peptitin  Salmonella, Typhimurium,
Bacillus cereus, Escherichia coli ve Listeria monocytogenes karsi, Gly-Phe-His-lle
peptitin E. coli ve Pseudomonas aeruginosa karsi, Phe-His-Gly peptitin P. aeruginosa
tizerine ve Asp-Phe-His-lle-Asn-Gly peptitin E. coli‘ye karsi antimikrobiyal aktivite
gostermektedir (Jang, Jo, Kang, & Lee, 2008).

2.3.3 Protein Hidrolizatlarinin Antihipertansif EtKileri

Tansiyonun yiiksek seyretmesi sonucu olusan hipertansiyon, diinyadaki eriskin
nifusunun ¢eyregini etkileyen ve her yil hipertansiyona bagli 9,4 milyon oliimiin
goriildiigii kardiovaskiiler bir hastaliktir (Hartmann & Meisel, 2007; Kes, Gokdogan, &
Tuna, 2016). Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) (EC 3.4.15.1) bir dipeptitil
karboksipeptitazdir ve anjiyotensin I’i, damar biiziicii etkisi olan anjiyotensin II’ye
dontistiirir. Memelilerde kan basinci, sivi ve tuz dengesinin diizenlenmesinde 6nemli
fizyolojik rol oynamaktadir (Hartmann & Meisel, 2007). ADE inhibitérlerinin
gelistirilmesi, kronik kardiyovaskiiler hastaliklarinin tedavisinde 6nemli bir basamak
olusturmustur. ADE inhibitorleri ADE nin katalizlemesi sonucu olusan anjiotensin II’nin
yapimini bloke ederek ve brakidinin yikimini azaltarak endotelden salgilanan nitrik oksit
ve prostaglandin yapimimi artirarak vazodilator olarak etki gostermektedir (Yiiksel,
2004). ADE inhibitorleri olarak da bilinen antihipertansif peptitler, siit, misir ve balik gibi
protein kaynaklarindan elde edilebilmektedir (Kim vd., 2012).

Piring proteinlerinin alkalaz enzimi ile hidroliz edilmesi sonucu elde edilen

hidrolizat in vitro kosullarda ADE inhibitorii olarak aktivite gostermistir. Potansiyel ADE
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inhibitorii olarak izole edilen ve tanimlanan Thr-GIn-Val-Tyr sekansina sahip peptit
spontan hipertansif ratlarinda 30 mg/kg viicut agirligt dozunda tek doz oral olarak
uygulandiginda 6nemli derece kan basincini diisiirmiistiir (Li, Qu, Wan, & You, 2007).
Insan beslenmesinde dnemli yere sahip olan yumurtanin ihtiva ettigi ovotransferrinden
elde edilen lle-GIn-Trp ve Leu-Lys-Pro sekansina sahip iki tripeptit’in si¢anlara oral
uygulanmasi ile birlikte tansiyon diisiirlicii etki gosterdigi saptanmistir (Majumder vd.,
2015).

2.3.4 Protein Hidrolizatlarinin Antikanser Etkileri

Protein hidrolizatlar1 bircok kanser hiicre suglarinda sitotoksik etki
gostermektedir. Bu protein hidrolizatlar1 dogrudan veya sitotoksik ajanlari veya
radyoizotop tastyicilari olarak kullanilabilmektedir. Protein hidrolizatlar kiigiik boyutlari
ve distik toksisite Ozellikleri, hiicre diflizyonu ve yiikksek doku penetrasyonu gibi
avantajlara sahiptir (Unal vd., 2018) Protein hidrolizatlarmin kanser hiicresi iizerinde
migrasyonun inhibisyonu, transkripsiyon ve hiicre cogalmasinin engellenmesi, apoptozun
tesviki , tlimorleri besleyen kan damarlarinin olusumunun inhibisyonu gibi etkiler

gostermektedir (Cicero vd., 2017; Su vd., 2014).

Soya fasulyesinin pepsin/pankreatin ile enzimatik hidrolizi sonucu elde edilen
protein hidrolizatlar1 Caco-2, HT-29, HCT-116 insan kolon kanseri hiicrelerinde
sitotoksisite olusturmustur (Montoya, Ledesma, Silvan, Escobedo, & Villaluenga, 2018).

Kan midyesi (Tegillarca granosa) dokularindan elde edilen sirasiyla 398.44 Da
ve 243.23 Da molekiiler agirliga, Trp-Pro-Pro ve GIn-Pro sekanslarina sahip iki peptitin
PC-3, DU-145, H-1299 ve HeLa’nin hiicre suslarina doza bagli olarak giiclii sitotoksisite
gostermistir (Chi, Hu, Wang, Li, & Ding, 2015).

2.3.5 Protein Hidrolizatlarimin Antidiyabetik Etkileri

Diyabetes mellitus, insiilin metabolizmasinda meydana gelen islevselsizlik
sonucu kan glukoz diizeyinin yiiksekligi ile karekterize kronik metabolik bir hastaliktir
(Tosun, Satman, & Erkog, 2011). Kan sekerinin artmasi, basta kan damarlar1 ve sinirler

olmak iizere viicut doku ve organlarina zarar vermektedir (Unal vd., 2018).
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Dipeptitil peptitaz IV bagirsakta besinlerin sindirilmesinde ve absorpsiyonunda
gorev alan bir enzimdir. Dipeptitil peptitaz IV ve alfa-glikozidaz gibi kan sekerini
diizenleyen anahtar enzim aktivitelerini inhibasyonunu saglayan biyoaktif peptitler
diyabet’in tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal protezlar ile siit proteinlerinin enzimatik hidroliz ile elde edilen hidrolizatlar:

dipeptitil peptitaz IV enzimini inhibe edebilmektedir (Manzano, Suarez, & Yada, 2018).

Ev kriket bocegi (Gryllodes sigillatus) in alkalaz enzimi ile hidrolizi sonucu elde
edilen protein hidrolizatlarinin dipeptitil peptitaz IV {lizerindeki inhibisyon 6zelliklerinin
arastirildig1 ¢alismada, %60-85 hidroliz derecesine ulasilmis protein hidrolizatlarin en

yiiksek diizeyde inhibisyon etkisi gostermistir (Hall vd., 2018).

2.3.6 Protein Hidrolizatlarimin Antilipidemik Etkileri

Protein hidrolizatlar1 in vitro, ex vivo ve in vivo g¢alismalarda hipolipidemik etki
gosterdigi bircok c¢alismada gosterilmistir. Protein hidrolizatlari, safra asitlerini
baglayarak, kolesterol absorpsiyonunu inhibe ederek etki etmektedir. Ayrica 3-hidroksi-
3-metilglutaril CoA rediiktaz enziminin gen ifadesini de diizenlemektedir. 3-hidroksi-3-
metilglutaril CoA rediiktaz enzimi kolesterol biyosentezinde 6nemli regiilator enzimdir.
Bu enzimin inhibisyonu kolesterol biyosentez hizin1 azaltmaktadir (Manzano, Suarez, &
Yada, 2018).

Beta-laktoglobiilinin hidrolizinden elde edilen Ile-lle-Ala-Glu-Lys sekansina
sahip peptitin Caco2 hiicrelerinde kolesterol emilimini baskilamis ayrica siganlarda oral
yol ile uygulandiginda in vivo da hipokolesterolemik aktivite gostermistir (Semen &
Altintag, 2015).

Zeytin tohumu proteinlerinin enzimatik hidrolizi ile elde edilen protein hidrotlizati
yiiksek miktarda glutamik asit, aspartik asit, glutamin ve asparajin i¢ermektedir. 5
kDa’dan yiiksek molekiil agirligina sahip peptit fragmentlerinin, lipaz enzimlerinin ve
kolestrol esteraz enziminin inhibisyonu ile kolesterol diisiiriicii etkisi gostermektedir
(Prados, Marina, & Garcia, 2018).

Protein hidrolizatlar1 bitkiler ve insanlar iizerinde bir¢ok aktiviteye sahiptir.

Protein hidrolizatlarindan etkili sonuglar1 alinabilmesi igin, substrat se¢imi, hidroliz
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yontemi, hidroliz yonteminin optimizasyonu, filtreleme ve paketleme gibi protein

hidroliz prosesini olusturan basamaklarinda iyi bilinmesi gerekmektedir.
2.4 Protein Hidroliz Prosesi
2.4.1 Substrat Secimi

Inek siitii, peynir ve siit iiriinleri gibi hayvansal menseili protein Kaynaklari,
bugday, msir, soya fasulyesi, piring, mantarlar, kabak, sorgum gibi mahsiiller bitkisel
mengeili protein ve peptit kaynaklar1 insanlarin diyetlerinde kullanildiklar1 i¢in protein
hidrolizatlar1 daha cok c¢evre kirliligine neden olan ve endiistriyel faaliyetlerden
kaynaklanan sigir kani, jelatin, boynuz, kil, yiin, deri, tavuk tiiyii, mezbaha ve balik
artiklar1 gibi hayvansal menseili veya misir, bugday, susam tohum artiklari ve algler gibi

bitki menseili artiklardan elde edilmesi 6nem kazanmustir.

Balik endiistrisi, diinya ¢apinda bir¢ok iilke i¢in 6nemli bir ekonomik kaynaktir
(Oosterveer, 2008). Balik isleme endiistrisi % 40’1 insan tiiketimine yonelik balik tiriinleri
tiretmekte bas, deri, ylizgecler, i¢ organlar ve yumurtalari iceren % 60’11k boliim ise artik
olarak degerlendirilmektedir (Dekkers, Raghavan, Kristinsson, & Marshall, 2011).
Balik¢ilik sektoriinden kaynaklanan bu biiyiik miktarlardaki balik artiklari gevresel
kirlilik ve bertaraf sorunlarini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu triinler yiliksek miktarda protein
iceren hayvan yemi, balik unu ve gilibre gibi katma degerli tirlinlere doniistiiriilmesi en
ekonomik ve ekolojik ¢oziim yontemidir (Hsu, 2010). Balik artiklari olarak siniflandirilan
bas (Batista, Ramos, Coutinho, Bandarra, & Nunes, 2010; Gbogouri, Linder, Fanni, &
Parmentier, 2004; Sathivel vd., 2003; Souissi, Bougatef, Ellouz, & Nasri, 2007), deri
artiklar1 (Kumar, Nazeer, & Jaiganesh, 2012; Lee, Jeon, & Byun, 2011; Ngo, Qian, Ryu,
Park, & Kim, 2010; Yin vd., 2010) , i¢ organlar (Batista vd., 2010; Bhaskar, Benila,
Radha, & Lalitha, 2008; Bougatef vd., 2010; Hathwar, Bijinu, Rai, & Narayan, 2011),
kemik artiklarindan (Je, Qian, Byun, & Kim, 2007) farkli enzimler kullanilarak protein

hidrolizatlar {iretilmistir.

Ayni sekilde hayvancilik isletmelerin hizla gelismesi, modernlesmesi ve yogun
isletmecilik faaliyetleri, birtakim sorunlar1 da beraberinde getirmistir. Mezbahanelerde
islenen hayvan sayisinin artmasi ekonomik potansiyele sahip olan hayvansal artiklarin

artmasina, balik¢ilik sektoriinde oldugu gibi cevre icin biiyiik sorunlarin olusmasina
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neden olmaktadir. Gerekli 6nlemler alinmadig taktirde, mezbahane isletmelerinde ortaya
cikan hayvansal artiklar, potansiyel bir kirletici olarak yer alt1 ve yer {istii su kaynaklarini

ve gevreyi kirletebilir (Karaman, 2006).

Erzurum Et ve Balik Kurumu Kesimhanesinden kaynaklanan hayvansal artikli
Kirli sular ile sulanan tarim topraklarindaki mikrobiyal kirlenmenin incelendigi bir
arastirma da hayvansal artik ile kontamine olmus sularda ve tarim topraklarinda insan,
hayvan, bitki ve ¢evre i¢in zararli mikroorganizmalar olan Salmonella, Shigella,
Escherichia coli ve bazi koliform bakterilerin ¢ok yiiksek oldugu saptanmistir (Danis,
1996).

Mezbaha artiklarinin imha edilmesi veya islenmesi sirasinda bazi zorluklar ortaya
cikabilir. Mezbaha artiklarinin ihtiva ettigi yiiksek su ve yag iceriginden dolayi
mikroorganizmalar igin elverisli bir ortam olusturmaktadir. Mikrobiyal aktiviler sonucu
biyolojik stabilite korunamayabilir. Yiiksek yag iceriginden kotii kokulu yag asitleri
ortaya cikabilir. Ayrica mezbaha artiklari insan, hayvan, bitki ve ¢evre i¢in zararl
patojenlerin kaynagini da olusturabilir. Yakilarak imha edilmesi ise yliksek enerji

gerektirmektedir (Jayathilakan vd., 2012).

Mezbaha artiklar1 olarak degerlendirilen iiriinler; kan, i¢ organlar, kemik, mide,
testisler, rektum, akciger, yemek borusu, boynuzlar ve toynaklar gibi hayvan organlaridir.
Biiyiikbas ve kiiglikbas hayvanlarin karkas ve hayvansal artik oranlar1 gizelge 2.2°de
verilmistir. Biiylikbas hayvanlardan elde edilen artiklar %37 iken kiigiikbas hayvanlardan
elde edilen hayvansal artiklar % 37.5’tir (Jayathilakan vd., 2012).

Cizelge 2.2 Biiyiikbas ve kiiclikbas karkas ve artik miktarlari.

Biiytikbas (600 kg/hayvan) Kiigiikbas ( 60 kg/hayvan)
% Kg % Kg
Karkas 63 378 62,5 37,5
Artik 37 222 37,5 22,5

Mezbaha atiklarindan kan, canli hayvan agirhigmin % 4’nii (Wismer-Pedersen,
1988) ve potansiyel ticari degere sahip bir¢ok protein icermektedir (Piot, Guillochon, &
Thomas, 1986). Mezbahalardan artik olarak ¢ikan kan dogrudan g¢evreye verildiginde
yiiksek kirletici yiikii nedeniyle sorunlu bir yan iiriindiir (Del Hoyo, Rendueles, & Diaz,
2008).
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Bunlarin yaninda hayvancilik endiistrisinde bir risk olarak degerlendirilecek
husus ise hayvansal kaynakli hastaliklardir. Sigir, koyun, tavuk, kus vb. kanatli hayvanlar
gibi pek cok hayvan tiiriine ait zoonoz hastaliklar insanlara bulasarak ciddi sorunlar
olusturabilirler. Zoonozlar, bakteriyel, paraziter, viral ve mantar kaynakli olabilmektedir.
Bu zararli mikroorganizmalar hayvanlarda hastalia neden olurlar ve cesitli yollarla
insanlara bulasabilmektedir. En ¢ok karsilasilan zoonoz hastaliklardan; Rhabdovirus,
Brucellosis, Listeriosis, Leptospirosis, Bacillus anthracis, Salmonellosis, Psittacosis,
Yersiniosis, Tularemi, Toxocara canis, Tuberculosis, Camplyobacter jejuni,
Leichmaniasis, Ruam ve Toxoplasmosis olarak sayilabilir (Demirhan, Celen, Celen, &
Sahinler, 2016).

Kanin dogrudan tiiketimi, tiiketicilerin olumsuz algisi ve dini kisitlamalardan
dolay1 sinirl kalmistir. Bunun sonucunda kanin biyoteknolojik olarak islenip icerisinde
biyoaktif peptitleri ihtiva ettigi protein hidrolizatina dontistiiriilme fikri ortaya ¢ikmigtir
(Bah, Bekhit, Carne, & McConnell, 2013). Bir ¢ok arastirmaci alkalaz (Hyun & Shin,
2000; Wei & Chiang, 2009), notraz (Hyun & Shin, 2000), papain (Hyun & Shin, 2000),
tripsin (X. Liu vd., 2010), pepsin (Hyun & Shin, 2000; Ren vd., 2011) gibi enzimler
kullanarak kan proteinlerinden ADE inhibitdr aktivitesi goOsteren peptitler elde

etmiglerdir.

Diger mezbaha artig1 olan akciger yaklasik 170 g/kg protein igerigine sahiptir.
Ozellikle kan, kemik ve akciger ticari anlamda biyoaktif peptitlerin kaynagidir (Lafarga,
Alvarez, & Hayes, 2017; Minkiewicz, Dziuba, & Michalska, 2011). Akciger dokusundan
elde edilen protein hidrolizati yaklasik %15-20 oraninda biyoaktif peptit icermektedir
(Lynch, Alvarez, O'Neill, Keenan, & Mullen, 2018). Ayrica sigir akcigeri yiiksek
miktarda kolejen ve elastin i¢cermektedir (Darine, Christophe, & Gholamreza, 2010).
Akcigerden gesitli proteazlar kullanilarak elde edilen protein hidrolizatlar1 antioksidan ve

anti inflamatuar aktivite gostermislerdir (O'Sullivan, Lafarga, Hayes, & O'Brien, 2017).

Trakya Bolgesi hayvancilik sektorii i¢in Tirkiye’de ayr1 bir 6neme sahiptir.
Bolgede canli hayvan sevklerine getirilen kontroller ve uygulanan as1 programlari
sonucunda Kasim 2007’den beri Trakya'da sap hastaligi rapor edilmemistir. Diinya
Hayvan Saglig1 Teskilat1 Trakya bolgesi i¢in sap hastaligi bulunmadig tescillemis ve bu

hastaliktan ari bolge olarak tanimlanmustir.
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Trakya bolgesinde hayvan sevkiyatlarinin denetim altina alinmasi, piyasanin
kontrolii, Edirne ilinde bulunan “Canli Hayvan Borsas1” ve “Et ve Et Uriinleri Entegre
Tesisi” ile Kesan ve Havsa ilgelerinde faaliyet gosteren “Canli Hayvan Pazarlari”
bulunmasi nedeniyle bdlgede hayvancilik oldukca gelismis durumdadir. 2010 yilinda
mezbaha kesim adetleri ¢izelge 2.3’te verilmistir (Balkan, 2011).

Cizelge 2.3 2010 yi1linda Edirne mezbahanelerinde hayvan kesim adetleri.

Mezbahalar KiigiikBas (Adet) Biiyiikbas (Adet)

Edirne Belediye Mez. (3.s1nif) 5276 3953
Edirne Et Entegre Tesisi (1.sinif) 763 419

Havsa Belediye Mez. (3.sinif) 456 1888
Ipsala Belediye Mez. (3.sin1f) 105 27

Kesan Mezbahasi (1.s1nif) 41050 9741
Uzunkdprii Bel. Mez. (1.s1nif) 1732 2930
Toplam 49382 18958

Trakya bolgesinde bulunan mezbaha faaliyetlerinden dolay1 ortaya c¢ikan
hayvansal artiklarin olusturdugu ¢evre sorunlarinin 6niine geg¢ilmesi, bu artiklar arasinda
yer alan akciger dokusunun hem fiziksel hemde kimyasal 6zelliklerinden dolay1 katma
degeri yiiksek, antioksidan ve anti inflamatuar 6zelliklerinin bildirildigi ve literatiirde
tiretim proseslerinin bilgi eksikliginden dolay1 akciger dokusu protein hidrolizat kaynag:

olarak sec¢ilmistir.
2.4.2 Hidroliz Yontemleri

Endiistriyel uygulamalarda protein hidrolizati iiretebilmek igin kimyasal ve
enzimatik hidroliz olmak tizere 2 farkli yontem kullanilmaktadir. Kimyasal yontemler

kendi igerisinde asidik hidroliz ve alkali olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.

Asidik Hidroliz ile ilgili yapilan ¢calismalar
Proteinlerin hidrolizi ile ilgili ilk deneyler 1820'de Henri Braconnot tarafindan
jelatin, yiin ve kas liflerini konsantre siilfiirik asit ile hidroliz ¢alismasi ile baslamistir.

(Mustatea vd., 2019). Ko¢ boynuzunu 6 N HCI ile 80C°’de 24 saat inkiibe edildigi
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calismada , hidroliz sonucu sirasiyla 3.9, 8.17, 5.19, 4.02, 4.66 ve 5.9 mg/ml aspartik asit,
glutamik asit, glisin, 16sin, arjini ve prolin amino asitleri elde edilmistir (Kurbanoglu,

Atici, & Algur, 2004).

Kanatli hayvan tiylerini 3 farkli asit ¢esidi kullanarak hidroliz kinetigini
incelendigi arastirmada, siilfiirik asit, nitrik asit ve fosforik asit 0.5-6 M
konstrasyonlarinda 70-90°C’de sicaklikta zamana gore c¢oziinebilir proteinlerin
miktarlarini tayin edilmistir. Arastirma sonucunda stlfiirik asitin nitrik asit ve fosforik

asite gore daha etkili oldugunu bildirmistir (Bouhamed & Kechaou, 2017)
Alkali Hidroliz ile ilgili yapilan calismalar

Koyun ve tavsan artiklari, koyun derisi, koyun akcigeri ve kalbi, sigir artiklari ve
kemikleri ile yaptig1r ¢alismada 0.45 M KOH ve 0.15 NaOH ile birlikte hazirladig:
sollisyonu kullanmistir. Calisma sonucunda ise kullanilan hayvansal artiklarin %100

¢oziinebilir oldugunu bildirmistir (Gousterova vd., 2008)

Bagka bir ¢alismada ise koyun yiiniini 0.15 M KOH ve 0.05 M NaOH ile
hazirlanan soliisyon i¢cinde 120°C’de 20 dakika inkiibe etmistir. Elde edilen ¢ozelti,
vakum altinda 70°C’de kurutulmustur. Elde edilen s1v1 igerisinde % 75-80 oraninda suda
coziilebilen peptitler, amino asitler, tuzlar, yaglar ve baz1 karbonhidratlar ve potasyum
gibi tarim i¢in 6nemli besin elementleri elde edildigi bildirilmistir (Nustorova, Braikova,
Gousterova, Tonkova, & Nedkov, 2005).

Yapilan diger ¢alismada ise KOH ve NaOH eklendigi soliisyonda koyun yiinii 120
°C ve 2,03 atmosfer basincinda inkiibe edilmis ve deney sonucunda ¢dzeti igerisinde %
75-80 oraninda suda ¢oziiniir peptit, amino asit, tuzlar, lipid ve bazi karbonhidratlar elde

edilmistir (Gousterova vd., 2003).

Literatiirde alkali hidroliz ile kombine edilmis enzimatik hidroliz birgok makale
mevcuttur. Alkali hidroliz yontemiyle ile enzimatik hidroliz yontemini kombine edildigi
caligmada, alkali hidroliz yonteminde CaOH_, enzimatik yontemde ise Esperase 6.0T
proteolitik enzim kullanilmistir. Bu yontem ile koyun yiiniiniin en yiiksek %60 oraninda

hidrolizi gerceklesmistir (Krejci, Mokrejs, & Sukop, 2011).

Koyun yliniiniin alkali hidrolizi ¢alismasinda 2,5 N KOH oraninda hazirlanmig
cozelti icerisinde 100 gr koyun yiinlinii 60°C’de 24 saat icerisinde kademeli olarak

29



hidroliz etmis ve hidrolizatin kurutulmasindan sonra %67.8 protein ve 29.2 gr da kiil elde
edilmistir. Protein iceriginde ise %8 oraninda glutamik asit, %5 oraninda sistein amino

asiti tespit edilmistir (Taskin, Unver, Firat, Ortucu, & Yildiz, 2016).
Enzimatik hidroliz ile ilgili yapilan ¢calismalar

Artik sigir boynuzu ve koynaginin 6giitiilmiis toz haline getirdikten sonra farkli
enzim konsantrasyonlarinda 50°C’de pH 8’de 5 saat muamele edildikten sonra %34-60
oraninda protein kaynaklarmi ¢6ziilmiistiir. Bu karisimin igerisinde proteinler, peptitler

ve 18 adet serbest amino asitler bulundugunu bildirmistir (Vesela & Friedrich, 2009).

Balik atiklarinin hem asidik hem de enzimatik hidroliz yontemlerini kullanarak
hidroliz edildigi ¢alismada, asidik yontemde 4, 6 ve 8 M’lik HCI ve 15 psi basing altinda
90 dakika muamele edilmistir. Reaksiyon sonucunda %30-35’lik hidroliz derecesine
ulagsmis ve reaksiyon sonunda %0.1-0.4 oraninda biiyiik molekiil agirlikli molekiillerin
oldugu sonucuna varilmistir. Enzimatik yontemde ise %2.4 ve 6 (w/w) papain enzimi
kullanilmistir. Balik proteinleri 3 farkli enzim konsantrasyonunda 5, 10 ve 15 saat
boyunca 40 °C’de muamele edilmistir. Reaksiyon sonucunda %20-24 oraninda hidroliz
derecesine ve %0.18-0.33 oraninda agir molekiil agirligina sahip molekiiller tespit
edilmistir. Arastirmacilar hidroliz derecesinin reaksiyon siiresi arttitkca artmakta
oldugunu fakat enzim konsatrasyonuna gore hidroliz derecesinin degismedigi sonucuna

varmislardir (Wisuthiphaet, Kongruang, & Chamcheun, 2015).

Koray Korkmaz “Ticari Enzimler Kullanilarak Farkli Balik Tirii Atiklarindan
Hidrolizat Uretimi ve Kalitesinin Belirlenmesi” isimli doktora calismasinda alabalik,
hamsi ve mezgit atiklarimin alkali proteaz, protameks ve flavourenzim ile farkli
konsatrasyonlarinda ve farkli siire¢lerde enzimatik olarak hidroliz etmistir. Bu enzimler
i¢in balik hidrolizatlarinin optimum enzim konsatrasyonu ve sicaklik degerlerini cevap
yiizey yontemi ile optimize ederek elde edilen protein hidrolizatlarinin kimyasal

igeriklerini karsilastirmistir.

Balik artiklarinin hidroklorik asit ve proteaz enzimlerinden papain ve alkalaz
muamele edilmistir. Asit hidrolizi i¢in optimum sartlarda 4 mol/L hidroklorik asit ile 100
°C’de 90 dakika muamele edince %50 hidroliz derecesi elde edilmistir. Enzimatik

hidroliz i¢in ise %6 alkalaz konsantrasyonu, 61.23°C sicaklik ve 27.36 dakika reaksiyon
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gerceklestirildiginde %88.90 hidroliz derecesine ulagilmistir. Enzimatik hidroliz ile elde
edilen protein hidrolizati, %16.35 oraninda glutamik asit, %10.41 oranindan aspartik asit

ve %8.48 oraninda lizin elde edilmistir (Wisuthiphaet, Klinchan, & Kongruang, 2016).

Atlantik Morina baliginin i¢ organlarinin nétral pH’da ¢oziinebilirligini
arastirmiglardir. Calismada i¢ organlarin pargalanmasi igin i¢sel enzimlerin tek olarak
veya 7 ¢esit ticari enzim (alkalaz 2.4 L, neutraz 0.8 L, protamexTM, papain, bromelain,
aktinidin ve bir bitki proteaz karisimi) kullanilmistir. Hidrolizatlarda ise kuru madde, -
amino gruplar1 ve peptitlerin molekiiler agirliklarinin dagilimi incelenmistir. Alkalaz ve
papain kuru madde c¢oziiniirliiliigiinde en yiiksek verimi vermistir. Yiiksek alkalaz
konsantrasyonu ile bu verim %95 seviyelerine kadar ¢ikarilabilir oldugu bildirmistir.
Ilging olarak, icsel enzim aktivitesi kuru madde ¢oziiniirliigiinde % 75 oran ile basarili

gozlenmistir (Aspmo, Horn, & Eijsink, 2005).

Mezbahanede atik olarak ortaya ¢ikan taze kani, mikrobiyal kokenli serin proteaz
ve metalloprotezlar kullanarak enzimatik hidroliz ger¢eklestirmistir. Enzimatik hidroliz
ile taze kandaki 32.9 mg/mL total protein oran1 1.5 mg/mL’ye diismiistiir. Partikiil boyutu
ise 46.92 um’den 19.89 um’ye geriledigini bildirmistir (Jeon, Kim, Cho, & Yoo, 2013).

Sigir akcigerini papain, kollajenaz ve alkalaz enzimlerini kullanarak hidroliz
edilmesi ile sigir akcigerinin biyoaktif peptitlerin salinimi i¢in iyi bir substrat oldugunu

bildirmistir (Lafarga & Hayes, 2017).
Papain Enzimi

Papain (EC 3.4.22.2), papaya (Carica papaya L.) lateksinden izole edilmis bir
endolitik bitki sistein proteaz enzimidir. Papain, olgunlagmamis papayanin meyvelerine
kesi atilmasi ve ardindan kesiden akan lateksin toplanip kurutulmasiyla elde edilir
Papain, proteinlere, kisa zincirli peptidlere, amino asit esterlerine ve amid baglantilarina
kars1 kapsamli proteolitik aktivite gdsterir ve gida ve tip alanlarinda yogun bir sekilde
uygulanir (Uhlig, 1998). 3.406 Da'lik molekiiler agirliga sahip tek zincirli bir proteindir.
Papain, ¢ok cesitli kosullar altinda stabil ve aktif olan bir sistein hidrolazdir. Yiiksek
sicakliklarda bile ¢ok kararlidir (Cohen, Coghlan, & Dihel, 1986).

Papain enzimi tercihen, bazik amino asitleri, 6zellikle arginin, lisin ve fenilalanini

takip eden kalintilar1 igeren peptit baglarin1 kesmektedir. (Menard vd., 1990). Papain
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aktivitesi i¢in optimum pH, farkli substrata gore degisen 3.0-9.0 araligindadir (Edwin &
Jagannadham, 2000; Ghosh, 2005). Protein, molekiiliin bu kopriiler boyunca katlandigi,
enzimin stabilitesine katkida bulunan yan zincirler arasinda giiclii bir etkilesim yarattigi
lic disiilfiir kopriisii ile stabilize edilir. Ug boyutlu yapi, aralarinda bir yarik bulunan iki
farkli yapisal alandan olusur. Bu yarik, kimotripsin katalitik ti¢liisiine benzetilen katalitik
bir diad igeren aktif bolgeyi igerir (Sekil 2.2). Katalitik diad sistein-25 ve histidin-159

amino asitlerinden olusur (Menard vd., 1990).

Sekil 2.2 Papain enziminin amino asit sekanst.

Papain enzimi yapisinin iyi bilinmesi, yliksek sicaklilarda stabil kalmasi, pH 3-
9’da caligabilmesi ve proteinlere, kisa zincirli peptidlere ve amid baglantilaria kars1
kapsamli proteolitik aktivite gostermesi nedeniyle akcigerin enzimatik hidrolizi i¢in

kullanilmasi uygun gorilmistiir.

2.4.3 Optimizasyon

Uriin veya proses gelistirmede iki strateji izlenebilmektedir. Bunlardan birincisi
kontrol edilebilen faktorleri degerlendirerek optimum degerlere getirerek iirlin veya

prosesin performansini arttirmaktir. ikincisi ise iiriin veya proses performansini ayni
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seviyede tutarak diisiikk maliyetli ¢oziimler olusturmaktir. Bu stratejiler gergeklestirmek
icin ongoriilen tahmini kosullar belirlenerek bu kosullar altinda deney ¢iktilari alinir ve
iriin veya proses performansi gézlemlenerek gerekli bu kosullarin kabulii veya reddi
seklinde diizenlemeler yapilarak iirlinler optimize edilmeye c¢alisilmaktadir. Bu
baglamda, optimizasyon calismalarinin hedefi, bir iiriiniin 6zelliklerini veya {iretim
prosesin kosullarini optimize etmek igin sistemin davraniglarini ve sisteme etki eden
faktorler arasindaki iligkiler ger¢ek kosullar altinda modellenmesi yapmak ve gerekli

deney stratejilerini gelistirmektir (Ozden, 2020; Savaskan, 2003).

Optimizasyon c¢aligmalarinda kullanilan klasik c¢alismalarin sagladigi deney
tasarim yontemi, oldukca fazla vakit alan ve yiiksek maliyeti olan Tam Faktoriyel Deney
Tasarimlart kullanilmaktaydi (Keles, 1996; Savaskan, 2003). Klasik deney tasarimi
yaklagimlarinin temeli deneyde bulunan tek bir faktoriin degerleri degistirilerek iiriin veya
proseste elde edilen ¢iktilarin degisimini gdzlemektir. Bu tasarimlarin en zor 6zelligi tiriin
veya proses ¢iktilart lizerinde etkili olan bagimsiz faktorlerin tiimiinii kontrol altinda

tutarak etkilesimlerini degerlendirmektir (Savaskan, 2003).

Bu yaklasimin daha iyi anlasilmasi i¢in 6rnek vermek gerekirse bir protein
hidrolizati iiretim prosesinde, proses tizerinde etkisini incelemek istedigimiz sicaklik (X1)
ve slire (X2) olmak iizere iki bagimsiz degisken oldugunu varsayalim. Bir kerede bir
bagimsiz faktoriin incelendigi durumda 6nce X» faktoriine sabit bir deger verilmektedir,
sadece X faktoriiniin farkli seviyelerinde dlglim yapilarak, yanit tizerinde X1’in etkisi
hakkinda bir degerlendirme yapilmaktadir. Tasarimin ikinci asamasinda ise X1 faktorii
i¢in en 1yi sonug veren deger sabit tutularak X, faktorii i¢in degisik seviyelerde ol¢timler
yapilarak optimum nokta bulunmaya ¢alisilmaktadir. Sekil 2.3’de gosterildigi gibi X1
faktorii farkli seviyelerde denenmis ve A, B ve C noktalar1 elde edilmistir ve bu
noktalardan bir dogru ¢izilmistir. X1 faktorii icin optimum kosul B noktasi se¢ilmis ve
sabitlenmistir. X1 bu seviyede sabit tutularak Xz faktorti farkli seviyelerde ¢aligilmigtir ve
1, 2, 3, 4 ve 5 noktalar1 elde edilmistir. Bu noktalar {izerinden gegen bir dogru ¢izildiginde
protein hidrolizat1 i¢in en optimum nokta B ve 4 noktalarin kesistigi noktalar

belirlenmistir. Sekil 2.3’te de goriildiigii gibi degerlendirilen optimum nokta gergek
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optimum noktadan uzak  oldugu  goriilmektedir  (Savaskan,  2003).

100

X2Faktori

X7 Faktoru

Sekil 2.3 Bir kerede bir faktoriyel deney tasarima.

Matematik ve istatistik¢iler hem klasik yontemden kaynaklanan deney sayisi,
sliresi ve maliyetlerini azaltmak hemde deney c¢iktilarina etki eden faktorlerin tek
baglarma ve diger faktorler ile yaptig: etkileri ortaya koymak amaciyla modern deney
tasarim modellerini gelistirilmistir. Modern deney tasarimlari, bagimsiz faktorlerin ¢esitli
seviyelerinin ¢iktilar1 {izerindeki etkileri ve bu etkilerin sebeplerini arastirarak, deney
ciktilarinin optimizasyonunu Ve sistem giivenirligini artirmay: hedeflemektedir. Ayrica
deneylerin yiriitilmesi icin belirli bir sistematik olusumunu saglamaktadir. Modern
deney tasarimi optimizasyon c¢alismalari, sadece istatiksel bir yaklagim degil, ayni
zamada Kkaliteyi artiran, sonuglarin giivenirliligini saglayan, Ar-Ge faaliyetlerinde
kullanilabilen, diger teknikleri destekleyen ve tamamlayan teknikler olarak
degerlendirilebilir (Fowlkes & Creveling, 1995; Keles, 1996; Savaskan, 2003; Vining,
1999).
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Modern Deney Tasarim Modeli Olarak Regresyon Analizine Dayah Yanit Yiizeyi

Deney Tasarimi Metodu

1970’li yillarda Box ve Wilson tarafindan gelistirilen Yanit Yiizey Deney
Tasarimi Metodu, deney ¢iktilart iizerine etki eden bagimsiz degiskenlerin optimum
kosullar1 belirlemek i¢in tasarlanmistir (Myers, 1991). Box ve Wilson, yapilabilecek en
az sayida deney ile yanit degiskeninin en yiiksek degerini aldigi noktayr bulmaya
yogunlasmislardir. Box ve Wilson’in optimizasyondaki yaklasimlari, yanit degeri ile
bagimsiz degiskenler arasindaki korelasyonu regresyon analizi yardimi ile acgiklamaya
calismaktadir (Vuchkov & Boyadjieva, 2001). Birinci dereceden denklemler, ikinci
derece karesel denklemler ve bagimsiz degiskenlerin birbirleri ile olan etkilesim terimleri,

regresyon denklemini olusturmaktadir (Ozden, 2020).

X1 (Sicaklik), X2 (Konsatrasyon) ve Xs (Siire) olarak belirlenen bagimsiz
degiskenler ile yanit arasinda asagidaki gibi regresyon denklemi yazilmaktadir.

Denklemde B simgesi katsayilar1 ifade etmektedir (Ozden, 2020).

Y = fo + f1X1 + BoXo + B3X3 + faX1? + f5X2? + feX3? + f7X1X2 X1 X3 + foXoXs  (2.1)

Birinci Dereceden Lineer Terimler: fo + f1X1 + f2Xo + f3X3 (2.2)
Ikinci Dereceden Karesel Terimler: faX12 + fsXo? + f6X3? (2.3)
Etkilesim Terimler: f7X1X2 +f8X1X3 + SoX2X3 (2.4)

Yanit Yiizey Deney Tasarim Modelinde, deney icin yeterli miktarda veri ile en
yiksek bilgiye ulasilabilmesi, faktorler arasindaki degisimin belirlenebilmesi,
optimizasyon c¢aligmalarinin kolay olmasi, deneylerde bir sistematigin olugsmasi ve
bagimsiz degiskenler ile yanmit arasinda regresyon modeli kurulabilmesi gibi
avantajlaridan dolayr biyoloji, biyoteknoloji, kimya, kimya miihendisligi, ¢evre, gida
teknolojileri, imalat ve eczacilik alanlarinda kullanilmaktadir (Bas, 2010; Del Castillo,

2007; Ozden, 2020).

Yanit Yiizey Deney Tasarim Modeli, deney i¢in uygun yonteminin secilmesi
tizerine deney ciktilar1 toplanarak, yanit iizerine faktorlerin etkisini belirleyerek bir
matematiksel model olusturup, bu modelde optimizasyon ¢alismasini hedeflemektedir.
Yanitin optimum noktaya ulagsmasi i¢in genelde Yanit Yiizeyi Deney Tasarim
Modellerinden Merkezi Kompozit veya Box-Behnken Deney Tasarim modelleri
kullanilmaktadir (Ozden, 2020).
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Optimizasyonun son asamasinda yanit ve bagimsiz degiskenler arasindaki en
uygun baglant1 tespit edilmeye calisilir ve Yanit Yiizeyi Analizi ile elde edilen regresyon

modelinin olusturdugu grafikler ile triin veya prosesin davraniglari gorsel hale

getirilmektedir (Savaskan, 2003).

Merkezi Kompozit Deney Tasarim

Merkezi Kompozit Deney Tasarimi (CCD), Box ve Wilson tarafindan literatiire

eklenmistir ve deney noktalar1 {i¢ boyutlu kiip 6rnegi ile sekil 2.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 2.4 CCD ii¢ boyutlu gosterimi.

Optimizasyon ¢aligmalarinda en fazla kullanilan yontemlerden bir tanesidir. Bu
deney tasariminda merkez noktadan ¢oziim uzaymin disina dogru uzatilan, o degeri
olarak isimlendirilen kodlanmis uzunluk degeri kullanilmaktadir. o degerinde saptanan
noktalarin diginda bir ¢6ziim uzayi aranmaktadir. Bagimsiz degislenler Xy, X2 ve X3 olarak

gosterilen 3 faktorlii CCD igin deney planlanmak istenirse gizelge 2.4 gibi olacaktir.
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Cizelge 2.4 Merkezi kompozit deney tasarimi.

Deney

Sayist X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 a 0 0
10 o 0 0
11 0 -0, 0
12 0 o} 0
13 0 0 -0l
14 0 0 a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

Deney tasariminda ilk 8 deney tam faktoriyel deney diizenegi ile olusturulduktan
sonra her bir bagimsiz degisken i¢in —o ve +a seviyeleri eklenir. 8 tane koselerde, 6 adet
merkezde ve 6 adet a noktasinda olmak iizere 20 adet deneyden olusmaktadir (Ozden,
2020).

Merkezi kompozit tasarimi kendi icerisinde farkl tiirlere ayrilmaktadir
(Degirmencioglu & Yazgi, 2006):

1- Ilgi Alanim1 Distan Cevreleyen Dizayn (Circumscribed Desing):
Merkez kompozit dizayninin orijinal formudur. Tiim deney alaninda yiiksek bir
tahminleme yapilmasi saglanir. Her faktor icin 5 seviyeye ihtiyag¢ vardir.

2- 1lgi Alanini Igten Cevreleyen Dizayn (Inscribed Desing):

CCD’nin her faktor seviyeinin o ile boliinmesi ile olusur. Her faktor igin 5

seviyeyi ihtiya¢ vardir.

3- Yiizey Merkezli Diyazn (Face Centered Desing):

Her faktor icin 3 seviyeye ihtiyag vardir.
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Box-Behnken Deney Tasarim

Box-Behnken Deney Tasarimi (BBD) 1960 yilinda Box ve Behnken tarafindan
literatiire kazandirilmistir. Bu yontemin onemli avantajlarindan biri de kararlastirilan
optimum kosullarin endiistriye uygulanabilirliginin olmamasi durumunda, endiistride bu
kosullara en yakin durumun uygulanmasi sonucunda elde edilebilecek proses verimini ek
deneyler yaparak dogrulanmasina gerek kalmaksizin gdsterebilmesidir. BBD dizayni

biitiin noktalarin yarigap1 V2 olan kiiresel bir dizayndir (Sekil 2.5) (Korkmaz, 2018).

X3 \

Sekil 2.5 BBD ii¢ boyutlu gosterimi.

Kiibik olan bdlge her bir degiskenin iist ve alt sinirlarini olusturmaktadir. Kiipiin
i¢cindeki noktalar, prosesin fiziksel kisitlamalarindan dolay1 uygulanmasi imkéansiz veya
cok yiiksek maliyetli olan faktor-seviye kombinasyonlarini ifade ettiginde avantajli bir
yontemdir. Bu dizayn olusturulurken bagimsiz degiskenlerin belirlenen bir noktasi
merkez segilir ve bu nokta dizaynda 0 noktasini temsil eder. Bu degerden esit uzaklikta
bulunan noktalar ise +1 ve -1 degerleri ile belirlenmektedir (Korkmaz, 2018). Bagimsiz
degislenler X1, X2 ve X3 olarak gosterilen 3 faktorlii Box-Benhken Deney Tasarim i¢in deney

planlanmak istenirse gizelge 2.5’te gosterildigi gibi olacaktir.
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Cizelge 2.5 Box-Benhken deney tasarimi.

Deney Sayis1  Bagimsiz Degigkenler
X1 X2 X3

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

ANOVA Analizi, Regresyon Denklemi ve Model Ozet Cizelgesi

Yanit Yiizey Deney Tasarim Modellerinde Minitab ile analizinde 3 adet istatiksel
cikt1 almmaktadir. Bunlar ANOVA Analizi, Regresyon Denklemi, Model Ozet
cizelgesidir.

Varyans analizi (ANOVA), iki veya daha fazla faktor seviyesi ortalamalarinin esit
oldugu hipotezini test etmektedir. ANOVA testi, farkli faktor seviyelerindeki yanit
degisken ortalamalarini kargilastirarak bir veya daha fazla faktoriin dnemini degerlendirir.
Sifir hipotezi, faktdr seviyesi ortalamalari esit oldugunu belirtirken, alternatif hipotez en
az birinin farkli oldugunu belirtmektedir. Bir ANOVA analizini yapabilmek i¢in, siirekli
bir yanit degiskenine ve iki veya daha fazla diizeye sahip bagimsiz faktore sahip olmak
gerekmektedir.

Varyans analizi grup ortalamalari arasindaki varyansla gruplar i¢indeki varyansi
karsilastirarak ¢alismaktadir (Minitab, 2021b). Yanit Yiizey Yonteminde varyans analizin
kullanilmasimin amaci, bagimsiz faktorlerin yanit iizerindeki etkileri ortaya optimum
performans elde edilecek seviyeri tespit etmek ve bu seviyeler diizeyinde olusabilecek
degiskenligi azaltarak kontrol altina almaktir. Varyans analizi, deneysel verilerin

analizini ve deney icin gerekli kararlarin verilebilmesinde kullanilmaktadir. ANOVA
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cizelgesi, toplam serbestlik derecesi, kareler toplaminin, ayarlanmis ortalma karelere, F

degeri ve P degerinden olugmaktadir (Savaskan, 2003).

Cizelge 2.6 Yanit yiizey yontemi i¢in 6rnek bir ANOVA gizelgesi.

Kaynak DF Adj SS Adj MS F degeri P degeri
Model 9 975,75 108,417 3,61 0,029 *
Lineer

611,92 203,974 6,79 0,009 *
566,45 566,450 18,85 0,001 *
4477 44,775 1,49 0,250
Stire 0,70 0,698 0,02 0,882
Karesel 272,29 90,763 3,02 0,081

3
Sicakhk 1
1
1
3
Sicaklik*Sicaklik 1 0,00 0,002 0,00 0,994
1
1
3
1
1
1

Konsantrasyon

Konsantrasyon*Konsantrasyon 33,12 33,123 1,10 0,318

Stire*Stire 62,74 62,738 2,09 0,179
Etkilesim 93,06 31,019 1,03 0,419
Sicaklik*Konsantrasyon 82,90 82,898 2,76 0,128
Sicaklik*Stire 9,79 9,790 0,33 0,581
Konsantrasyon*Siire 0,37 0,368 0,01 0,914
Error 10 300,45 30,045
Lack-of-Fit 5 300,45 60,090 * *
Pure Error 5 0,00 0,000
Total 19 1276,20

Toplam serbestlik derecesi (DF) deney verilerinizdeki bilgi miktaridir ve
orneklemdeki gozlem sayisi ile belirtmektedir. Diizeltilmis kareler toplami (Adj SS),
model i¢in listelenen farkli kaynaklar i¢in degisim oOlgiitleridir (Minitab, 2021a).
ANOVA cizelgesinde belirtilen Adj SS degerlerinin degerlendirilmesi ile sicaklik,
konsantrasyon ve siire faktorlerinin ana etkilerinin ve aralarindaki etkilesimleri incelenen
sistem lizerine onemli bir etkisi olup olmadiginin gostergesidir (Savagkan, 2003). Cizelge
2.6’da goriildigi gibi sicaklik ana etkeni incelenen sistemde o6nemli etkileri
bulunmaktadir. Saf hata toplam1 (Adj SS Pure Error), karelerin hata toplaminin bir
parcasidir. Verilerindeki degisiklikleri aymi faktdr degerlerine sahip goézlemler igin
olgmektedir. Toplam kareler toplam1 (Adj SS Total), karelerin model toplami1 ve karelerin
hata toplamindan olugmaktadir. Verilerdeki toplam varyasyonu 6lgmektedir. Minitab,
ANOVA cizelgesindeki p degerlerini ve R? degerini hesaplamak icin karelerin toplamini
kullanmaktadir. Genellikle, karelerin toplamlar1 yerine p degerlerini ve R? degerleri

yorumlanmaktadir. Diizeltilmis ortalama kareler (Adj MS), modeldeki siralarina
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bakilmaksizin, diger tiim terimlerin modelde oldugu varsayilarak, bir terimin veya
modelin ne kadar varyasyon agikladigini dlgmektedir. Ayarlanmis kareler toplamindan
farkli olarak, ayarlanmis ortalama kareler, serbestlik derecelerini dikkate alir. Minitab,
ANOVA cizelgesindeki p degerlerini ve diizeltilmis R? istatistigini hesaplamak igin
ayarlanmig ortalama kareleri kullanmaktadir. Genellikle, ayarlanmis ortalama kareler

yerine p degerlerini ve diizeltilmis R? degeri yorumlanmaktadir (Minitab, 2021a).

ANOVA analizinde her test igin F degeri hesaplanmaktadir. Model igin F degeri,
modeldeki herhangi bir terimin yanitla iliskili olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilan
test istatistigidir. Bagimsiz faktor terim tiirleri icin F degeri, bir grup terimin yanitla
iligkili olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilan test istatistigidir. Bireysel terimler i¢in
F degeri terimin yanitla iligskili olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilan test
istatistigidir. Lack-of-fit (Uyumsuzluk) testi i¢in F degeri, modelde bilesenlerin, siireg
degiskenlerinin ve deneydeki terimlerin eksik olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilan
test istatistigidir (Minitab, 2021a).

Yeterince bilyiik bir F degeri, istatistiksel anlamliligi gostermektedir. Minitab,
testin istatistiksel Onemini gosteren p degerinin hesaplanmasi ig¢in F degerini
kullanmaktadir. p degeri, sifir hipotezine karsi kanitlari 6lgen bir olasiliktir. p degeri, o
(0.05)’dan kiigiik veya esit ise model yanitin varyasyonunu agikladigini géstermektedir.
p degeri, o (0.05)’dan biiyiikk ise model yanittaki degisimi agikladigr sonucuna
varilmamaktadir. Boyle durumlarda yeni bir model kurulmasi gerekmektedir (Minitab,
2021a).

Yanit yiizey yontemine ait ANOVA c¢izelgesinde verilerin egilimini gostermek
icin lineer model, karesel model veya kiibik model tiirleri tanimlanmaktadir. Model tiirt,
modele ait verilerin dogru tanimlanmasinda ve yanitin tahmini konusunda 6nemli bir
faktordiir. Lineer bir model, verilerde sabit bir artis veya azalma orani bir egri seklinde
gostermektedir. Karesel model verilerdeki egriligi U veya ters ¢evrilmis U sekli ile
gostermektedir. Kiibik model ise, verilerde bir tepe-vadi sekli ile gostermektedir
(Minitab, 2022a).
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Model Tiirleri Grafikler

Lineer

Y = fo + piX

Karesel

Y = o+ prX + foX?

Kiibik

Y = o+ BiX + foX2 + B3 X3

Sekil 2.6 Yanit yiizey yonteminide kullanilan modellerin gosterimi.

Her model tiiri, modeli olusturmak i¢in kullanilan denklemin derecesine (X
degiskeninin en yiiksek degerine) karsilik gelmektedir Y ise yanitin degeridir. fo kesisimi
ve 1, f2, Paise kat sayilar1 ifade etmektedir (Minitab, 2022a)

Yanit Yiizey Yontemine ait ANOVA testi ile bagimsiz degiskenlerin farkli
seviyelerinin yanit {lizerine etkilerinin nasil oldugu incelenmektedir. Optimizasyon
calismalarinda, ANOVA testinden sonra deneyler sonucunda elde edilen veriler
kullanarak bagimsiz degiskenler ve yanmit degeri arasindaki iliski regresyon analizi
yardimi1 ile matematiksel formiil haline getirilmektedir. Bu formiile kullanilarak
optimizasyonu gergeklestirilmektir. Deneylerle elde edilen veriler, regresyon analizi
sonucunda matematiksel bir formiil (Denklem 2.1) seklinde ¢ikt1 olarak alinmaktadir.
Regresyon analizi, sekil 4.2 ve sekil 4.3’de gosterildigi gibi ti¢ boyutlu yanit yiizey ve
kontiir grafikleri ile gorsel hale getirilmektedir. U¢ boyutlu yamt yiizey grafiginde iki
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bagimsiz degisken (X1 ve X2) cesitli seviyelerinde elde edilen yanit (% Hidroliz Derecesi)
y ekseninde gosterilmektedir. Optimizasyon icin Onemli veri olarak iki bagimsiz
degiskenin yanit iizerindeki etkileri bir yanit ylizeyi seklinde gosterilmektedir. Yiizey
grafigi yardimiyla hedeflenen yaniti saglayan bagimsiz faktorlere ait seviyelerin
belirlenmesi miimkiin olmaktadir (Savaskan, 2003). Regresyon analizi, varyans analizi
ile beraber istatistiksel problemlerin ¢oziimlerinde kullanilmaktadir. Deney tasarim
metodu uygulanarak olusturulmus optimizasyon deneylerinin incelenmesinde de dnemli

bir yeri bulunmaktadir.

Regresyon analizi, deney tasarimda bagimsiz degiskenler ile yanit arasindaki
iligkiyi ortaya koymaktadir. Ayrica bagimsiz faktorlerin yanit tizerindeki etkisinin ve
bagimsiz degiskenlerin kombinasyonu igerisinde yer almayan noktalarinda tahmin
edilmesini saglamaktadir. Yapilan tahminler kontrorlerin grafikleri (Sekil 4.2) ile gorsel

hale getirilir (Savaskan, 2003).

Minitab ile olusturulan Yanit Yiizey Modelinin regresyon analiz 6zeti ¢izelge
2.7°de oldugu gibidir. Model 6zet cizelgesi S degeri, R-sq R-sq(adj), R-sq(pred)

degerlerinden olusmaktadir.

Cizelge 2.7 Ornek model &zeti gizelgesi.

S R-sg R-sq(adj) R-sq(pred)
1.08757 %95.92 %92.25  %62.26

S degeri, veri degerleri ile uygun degerler arasindaki mesafenin standart sapmasini
temsil etmektedir. Modelin yanit1 ne kadar iyi tanimladigini degerlendirmek igin S degeri
kullanilmaktadir. S degeri, yanit degiskeninin birimlerinde dlgiiliir ve veri degerlerinin
uygun degerlerden uzakligini gostermektedir. S degeri ne kadar diisiik ise, modelin yaniti
o kadar iyi tanimlanmaktadir (Minitab, 2022b).

R-sq (R?) model tarafindan agiklanabilen yamittaki varyasyon yiizdesidir. Model
tarafindan aciklanmayan varyasyon toplaminin modeldeki toplam varyasyon toplamina
orani ile hesaplanmaktadir. R-sq her zaman %0 ile %100 arasinda yer almaktadir. R-Sq
degeri ne kadar yiiksek olursa, kurulan model verilere 0 derece uyum saglamaktadir.

Tahmin edilen yanit degerinin gercek yanit degerine uygunlugunu belirlemek i¢cin R-sq
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degeri yorumlanmaktadir (Minitab, 2022b). R-sq degeri Ar-Ge ve miihendislik
uygulamalarinda %90’dan biiyiik olmasi arzu edilmektedir (Savaskan, 2003). Diizeltilmis
R? (R-sq (adj), model tarafindan agiklanan, gozlem sayisina gore modeldeki belirleyici
sayis1 i¢in ayarlanan, cevabin yiizdesidir. Farkli sayida tahmin ediciye sahip modelleri
karsilastirmak R-sq (adj) degeri kullanilmaktadir. Ongoriilen R? (R-sq (pred)) modelin
tahmin edilecek cevabi ne kadar iyi tahmin ettigini belirlemek i¢in kullanilmaktadir

(Minitab, 2022b).

Literatiirde optimizasyon i¢in kullanilan Yanit Yiizey Deney Tasarim
Modellerinden Merkezi Kompozit ve Box- Behnken Deney Tasarim yontemlerinin
analizlerinde  Microsoft’un gelistirmis oldugu Minitab (Ozden, 2020), herkesin
kullanimina agik ve iicretsiz olarak edinilen “Essential Regression and Experimental
Design” programi (Savaskan, 2003) ve Statsoft ‘un gelistirdigi STATISTICA (Korkmaz,
2018) programlari kullanilabilmektedir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Materyalin Temini

Arastirmada, Trakya bolgesindeki mezbahalardan atik olarak degerlendirilen sigir
akcigeri Hayrabolu mezbahanesinden temin edilmistir. Akciger 6rnekleri 500 g paketler
halinde porsiyonlanmis ve Trakya {iniversitesi Mimarlik Fakiiltesi Peyza; Mimarlig

Boliimii Bitki Doku Kiiltiirti laboratuvarinda -20 °C’de depolanmustir.

3.1.2 Kimyasal Maddeler

e Potasyum Hidroksit (Unid)

o Siilfiirik Asit (Merck)

e Papain Enzimi (Enzybel)

e Folin Reaktifi (Merck)

e Bakar (IT) Siilfat Pentahidrat Extra piire (Tekkim)
e Sodyum Hidroksit Payet Extra piire (Beyanlab)

e Sodyum Karbonat Extra piire (Tekkim)

e Potasyum Sodyum Tartarat (Zag Kimya)

e Bovine serum albiimin (Sigma Aldrich)

e Trichloroacetic acid (Merck)

3.1.3 Kullanilan Malzemeler

Erlen mayer, piset, pens, bisturi, kurutma kagiti, ipek elek, aliimiinyum folyo,
mikropipet ve uglari, pastor pipeti, maske, pamuk, porselen kroze, cam deney tiipleri,

eldiven, meziir, balonjoje, eldiven.
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3.1.4 Arac ve Geregler

e Spektrofotometre (Rayleigh -VIS 7220G
e Kiil firin1 ( Niive-MF120)

e Etiiv (Thermomac-DO45)

e Manyetik Karistiric1 (Thermomac-TM19)
e pH (Adwa- AD12)

e Hassas Terazi (Ohaus-PR224)

o Santrifiij (Elektro.mag-M815E)

e Homojenizator (Isolab-62L11L.001)

3.2 Yontem

Bu arastirmada, akciger dokusundan protein hidrolizati elde etmek igin sekil
3.1°de gosterilen adimlar uygulanmistir. Enzimatik hidroliz, asidik ve alkali bazli 6n
hidroliz uygulanmis enzimatik hidroliz olarak iki hidroliz prosesi planlanmistir.
Enzimatik hidrolizde belirlenen sartlarda akciger dokusu papain enzimi kullanilarak
hidroliz prosesi gergeklestirilmistir. Asidik ve alkali bazli 6n hidrolizli enzimatik hidroliz
icin, 6n hidroliz kosullar1 Yanit Yiizey Yontemi kullanilarak bagimsiz degiskenler
optimize edilmeye calisilmistir. Minitab 19 bilgisayar programi ile olusturulan deney
tasarimlarindan, istatiksel olarak anlamli olan yontem secilerek 6n hidroliz yontemi
olarak kabul edilmistir. Kabul edilen 6n hidroliz kosullarinda gergeklestirilen kimyasal
hidroliz sonrasinda papain enzimi kullanilarak enzimatik hidroliz gergeklestirilmistir.
Enzimatik hidroliz, 6n hidrolizli enzimatik hidroliz ve ©6n hidrolizden elde edilen

hidrolizatlar kimyasal degerler bakimindan karsilastirilmistir.

3.2.1 Enzimatik Hidroliz

Dondurulmus halde 500 g paketler halinde depolanan akciger dokusu kiiciik
parcalar halinde parcalanmis ve oda sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. Kiigiik parcgalara
ayrilan akciger 1:1 oraninda distile su ile karnistirilmis ve endojen enzimlerin
inaktivasyonu i¢in 130°C’de 20 dakika etiivde bekletilmistir. Kademeli olarak sogutulan
karistmin pH’1 6,5’ 1 M H2SOg4 ile ayarlandiktan sonra 1:100 enzim/substrat oraninda
papain enzimi karistirilarak 65°C’de 24 saat muamele edilmistir (O'Sullivan vd., 2017).

Enzimatik hidrolizin sonlandirilmasi i¢in 90°C’de 20 dakika etlivde tutulmus ve 150 pm
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ipek elekten gegirilerek analizler igin +4°C’de saklanmistir. Enzimatik hidroliz ile elde
edilen hidrolizatlar, 6n hidroliz ve 6n hidrolizli enzimatik hidrolizden elde edilecek
hidrolizatlar ile karsilastirmak i¢in Kkuru madde, organik madde, kiil, protein miktari,

hidroliz derecesi ve protein verimi analizleri yapilmistir.

‘ AKCIGER DOKUSU ‘

M
‘ &N HiDROLIZ ‘ ‘ Emg;ﬂ;LTiizK ‘
A
‘ AsiDiK HIDROLIZ ‘ ‘ ALKALT HIDROLIZ ‘
v
‘ DPTIMIZASYON ‘
Y
‘ KOH-CCD ‘ | H,50,-CCD H KOH-BRD ‘ ‘ H,50,-B8D ‘
N N
|| KAE.UL] | RED | | KABUL | | RED | | I{ABUL] | RED | | Kmﬁn ||
| OPTIMIZASYON YOMTEMININ VE SARTLARIMIN BELIRLENMESI |
‘ .DPTiMI'ZII.EEDi_LME. ‘
KinvasaL On HIDROLIZ
‘ ENZIMATIK HIDROLIZ ‘
EJ ‘ o ‘ ‘ ENZIMATIK ‘
ENZIMATIK HIDROLIZ ON HIDROLIZL HIDROLIZ

%, 4

Sekil 3.1 Yontem akis semasi.

3.2.2 On Hidroliz Deney Tasarimi

Asidik ve Alkali bazli 6n hidroliz optimizasyonu igin Yanit Yiizey

Yontemlerinden CCD ve BBD yontemleri ile 3 faktorlii olarak tasarlanmis ve modeller
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icin bagimsiz degiskenler X1 (Sicaklik 50-70-90°C), X> (Konsantrasyon 1-3-6 M) ve X3
(Stire 8-16-24 saat) sartlarin belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 CCD ve BBD dizayn1 i¢in bagimsiz degisken ve kodlanmis diizeyler.

Bagimsiz Degiskenler Kodlanms Diizeyler

-1 0 +1
Steaklik (°C) X1 50 70 90
Konsantrasyon (M) X 1 3 6
Stire(Saat) X3 8 16 24

Akciger alkali ve asidik 6n hidroliz optimizasyonu igin 3 faktorlit CCD i¢in yirmi
deneysel tasarim gergeklestirilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Bagimsiz degiskenler X1 (sicaklik (°C)), X2 (konsantrasyon (M)), X3 (siire
(saat)) ve kodlu degiskenler (X1,X2,X3) igin, CCD dizayni.

Kodlu Degiskenler Bagimsiz Degiskenler Yanit
Xi Xz X3 X1 Xz X3 Alkali %HD Asidik % HD
1 -1 -1 -1 50 1 8 - -
2 1 -1 -1 90 1 8 - -
3 -1 1 -1 50 6 8 - -
4 1 1 -1 90 6 8 = -
5 -1 -1 1 50 1 24 - -
6 1 -1 1 90 1 24 - -
7 -1 1 1 50 6 24 - -
8 1 1 1 90 6 24 - -
9 -1 0 0 50 3 16 - -
10 1 0 0 90 3 16 - -
11 0 -1 0 70 1 16 - -
12 0 1 0 70 6 16 - -
13 0 0 -1 70 3 8 - -
14 0 0 1 70 3 24 - -
15 0 0 0 70 3 16 - -
16 0 0 0 70 3 16 - -
17 0 0 0 70 3 16 - -
18 0 0 0 70 3 16 - -
19 0 0 0 70 3 16 - -
20 0 0 0 70 3 16 - -

48



Akciger alkali ve asidik 6n hidroliz optimizasyonu i¢in 3 faktorlii BBD i¢in on
bes deneysel tasarim gergeklestirilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Bagimsiz X (sicaklik (°C)), X2 (konsantrasyon (M)), Xz (siire (saat)) ve kodlu
degiskenler (X1,X2,X3) i¢in BBD dizayni.

Kodlu Degiskenler Bagimsiz Degiskenler Yanit

X1 Xz X3 X1 X2 X3 Alkali % HD  Asidik % HD
1 -1 -1 0 50 1 16 - -
2 1 -1 0 90 1 16 - -
3 -1 1 0 50 6 16 - -
4 1 1 0 90 6 16 - -
5 -1 0 -1 50 3 8 - -
6 1 0 -1 90 3 8 - -
7 -1 0 1 50 3 24 - -
8 1 0 1 90 3 24 - -
9 0 -1 -1 70 1 8 - -
10 0 1 -1 70 6 8 - -
11 0 -1 1 70 1 24 - -
12 0 1 1 70 6 24 - -
13 0 0 0 70 3 16 - -
14 0 0 0 70 3 16 - -
15 0 0 0 70 3 16 - -

3.2.3 Asidik ve Alkali Bazh On Hidroliz ve Optimizasyonu

On hidroliz deney tasarmmu ile belirlenen kosullarda hazirlanan ¢ozeltiler, akciger
dokusu ile 1:1 oraninda karistirilmistir. Endojen enzimlerin inaktivasyonu igin 130 °C’de
20 dakika etlivde bekletilmistir. Daha sonra numuneler deney tasarimlarinda belirlenen
sicaklik ve siirelerde kimyasal hidroliz gerceklestirilmistir. Hidrolizden sonra
hidrolizatlar 150 um ipek elekten gegirilerek analizler i¢in +4 °C’de saklanmustir.
Optimizasyon yonteminde yanit olarak hidroliz derecesi Ol¢giilmiistiir. Optimize edilmis
kosullarda gergeklestirilecek on hidroliz ile elde edilecek hidrolizatlar enzimatik hidroliz
icin hazirlanmistir. Bunun yaninda 6n hidroliz ile elde edilmis hidrolizatlar, enzimatik
hidroliz ve On hidrolizli enzimatik hidrolizden elde edilecek hidrolizatlar ile
karsilastirmak i¢in kuru madde, organik madde, kiil protein miktari, hidroliz derecesi ve

protein verimi analizleri yapilmistir.
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3.2.4 On Hidrolizden Sonra Enzimatik Hidroliz

Optimizasyonda  belirlenen  sicaklik ve silirede kimyasal hidroliz
gerceklestirilmistir. Kimyasal hidrolizden sonra pH 6.5’e ayarlanarak 65 °C’de 24 saat
1/100 oraninda enzim/substrat oraninda papain enzimi ile enzimatik hidroliz
gerceklestirilmistir. Enzimatik hidrolizin sonlandirilmasi i¢in 90 °C’de 20 dakika etiivde
tutulmus ve 150 um ipek elekten gegirilerek analizler igin +4 °C’de saklanmistir. On
hidrolizli enzimatik hidroliz ile elde edilen hidrolizatlar, enzimatik hidroliz ve 6n
hidrolizden elde edilen hidrolizatlar ile karsilastirmak i¢in kuru madde, organik madde,

kiil, protein miktari, hidroliz derecesi ve protein verimi analizleri yapilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.2 Akcigerlerin parcalanmasi.

Sekil 3.3 Akcigerlerin hidroliz ajanlari ile Karistirilmasi.
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Sekil 3.4 Hidroliz sonrasi ipek elekten siiziilme.
3.25 Kuru Madde

Temiz ve darasi alinmig porselen kroze igerisine bir miktar hidrolizat numunesi
tartilmistir.  Etiiv igerisine yerlestirilen numuneler 70°C sicaklikta sabit agirliga
ulasincaya kadar kurutulmustur. Etiivden ¢ikarilan numuneler desikatore yerlestirilerek
sogumaya birakilmistir. Soguyan numuneler tartilarak asagidaki formiil ile kuru madde

miktar1 hesaplanmistir (Kagar, 2009).

Son Tartim (g)—-Dara(g)

% Kurumadde = x 100 (3.1)

Numune Miktari

3.2.6 Kiil

Ham kiil analizinde kullanilan porselen krozeler ilk dnce 103°C’de 1 saat siireyle
etlivde kurutulup daha sonra desikatorde sogutulduktan sonra 0.1 mg duyarli hassas
terazide daralar1 alinmistir. Krozeler icerisine homojenize edilmis 6rnekten 3.3-5 g tartilip
bu 6rnekler 4 saat 550 °C’de rengi agik gri oluncaya kadar yakilmis ve ardindan desikator
icinde oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra, hassas terazide tartilmistir (Kagar,

2009). Ornege ait % ham kiil sonuglar1 asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir.

% Ham Kul = Son Tartim (g)—Dara (g)

x 100 (3.2)

Numune Miktart (g)

3.2.7 Organik Madde

Yiizde kuru madde miktar1 bilinen hidrolizatin, ylizde ham kiil miktar1 da tespit
edildikten sonra asagidaki formiil yardimiyla % organik madde icerigi hesaplanmistir

(Kagar, 2009).
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% Organik Madde = % Kuru Madde — % Ham K1l (3.3)

3.2.8 Lowry Metodu ile Protein Miktarimin Olgiilmesi ve Protein Standat

Grafiginin Olusturulmasi

Alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin bakir iyonlar1 ile kompleks
olusturmasi esasina dayanan deneyde bakir-peptid komplekslerin Folin Reaktifi ile
reaksiyona girerek mavi mor renk olusturur (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951).

Bovine serum alblimini ile 1, 1.5, 2, 2.5, 3 g/L konsantrasyonlarindaki standart
cozeltiler hazirlanmistir. Mikropipet yardimai ile deney tiipleri icerisinde 200 pL standart
¢ozeltilerden pipetlenmistir. Deney tiiplerindeki standart ¢ozeltiler tizerine 200 pL alkali
bakir ¢ozeltisi 200 pL koyularak karanlikta 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra deney
tiplerine 800 uL dilue Folin Reaktifi eklenerek karanlikta 30 dakika bekletilmistir.
Reaksiyon sonucunda olusan mavi-mor renk spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda
kor’e karsi okunmustur. Elde edilen degerlere gore protein standart egrisi ¢izilmistir.
Regresyon analizi ile saptanan formiil kullanilarak 6rneklerdeki protein konsantrasyonu

hesaplanmustir.

3.2.9 Akciger Dokusu Protein Miktarinin Belirlenmesi

Akciger dokular1 1:1 oraninda doku/distile su ile karistirilmistir. Daha sonra
30.000 rpm de 5 dakika homojenizatérde homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat
2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve Lowry metodu kullanilarak protein analizi

yapilmistir.
3.2.10 Hidrolizatlarda Toplam Protein Miktarim Olciilmesi

Hidroliz proseslerinden elde edilen hidrolizatlarda toplam protein miktarinin
belirlenmesi i¢in hidrolizatlar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve Lowry metodu

kullanilarak protein miktar analizi yapilmistir.
3.2.11 Hidroliz Derecesi
Hidroliz Derecesi, hidroliz sonrasinda triklor asetik asitte (TCA) ¢6ziinen

proteinin, toplam proteine oranlanmasi ile elde edilmektedir. Hidroliz sonrasinda toplam
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protein miktari bilinen hidrolizatlar, %20’ lik triklorasetik asitle 1:1 oraninda karigtirilmis
ve bu karisim 4°C’de 30 dakika tutulduktan sonra 3.000 x g’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant alinarak Lowry metodu ile TCA’da ¢6ziinmiis halde bulunan
protein miktar1 analiz edilmistir (Aleman, Giménez, Gomez-Guillén, & Montero, 2011).

Hidroliz derecesi asagidaki formiile gére hesaplanmaistir:

TCA'da Gozimmiis Protein Miktart

% HD =

(3.4)

Hidrolizatin Toplam Protein Miktart

3.2.12 Protein Verimi

Elde edilen protein hidrolizatlarinin verimi asagidaki formiile gére hesaplanmaistir
(Korkmaz, 2018):

100 gr hammaddeden elde edilen akciger hidrolizatindaki protein miktart

Protein Verim =
(3.5)

100 gr Akcigerdeki toplam protein miktart

3.2.13 istatiksel Analizler

Optimizasyon deneyleri, Yanit Yiizey Deney Tasarim yontemlerinden CCD ve
BBD modelleri Minitab 19 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Akciger dokusundan
elde edilen hidrolizatlarin kuru madde, kiil, organik madde, protein miktarlar1 ve protein
verimleri Minitab 19 yazilimi kullanilarak Tukey c¢oklu karsilastirma testi (P<0.05 6nem

diizeyinde One-way Anova) uygulanmustir.
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Protein Standart Grafigi

Bovine serum albiimini ile 1, 1.5, 2, 2.5, 3 g/L konsantrasyonlarindaki standart
cozeltileri ikiser kez calisilarak protein standart egrisi ¢izilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda protein kalibrasyon egrisinin denklemi ve sekil 4.1°de verilmistir.

y = 0.09+0.25x

900
R? Linear = 1,000
800

700

600

Absorbans

500

400

300

T
1,00 1,50 2,00 250 3,00

Konsantrasyon

Sekil 4.1 Protein standart grafigi.
4.2. Enzimatik Hidroliz
Protein kaynaklarinin papain ile enzimatik hidrolizi ile ilgili literatiirde bir¢cok

calisma mevcuttur.

Cin Mersin balik artiklarini papain enzimi kullanarak 70°C sicaklikta, pH 6’da,

%3 enzim/substrat oraninda, 6 saat sartlarinda enzimatik hidroliz gergeklestirilmistir.
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Hidroliz sonrasi analiz edilen hidroliz derecesi %24.89 olarak tespit edilmistir (Noman
vd., 2018).

Golet c¢opra baligin1 (Misgurnus anguillicaudatus) enzimatik hidrolize tabi
tutuldugu ¢alismada, enzimatik hidrolizde papain ve protamex enzmimleri kullanilmistir.
Papain hidrolizinde sirastyla sicaklik, pH, zaman ve enzim subtratrat oranlar1 55°C, 7.2
saat, %0.26 sartlarinda elde ettikleri hidrolizatlarda %18 oraninda hidroliz derecesi tespit
edilmistir. Ayn1 calismada sirasiyla sicaklik ve pH sabit tutularak sirasiyla zaman ve
enzim substrat oranlarini 4-6-20 saat, %0.28-%0.30, %0.32 sartlarinda %723-28-33
hidroliz derecesi tespit edilmistir (You, Zhao, Cui, Zhao, & Yang, 2009).

Papain enzimi kullanarak akcigerin enzimatik hidroliz ¢alismasinda, akciger
dokusunu pH 6.5’te 65 °C sicaklikta, 1:100 enzim/substrat oraninda 24 saat enzimatik
hidrolize gergeklestirilmistir. Hidroliz sonrasinda hidrolizatta %6.4 oraninda hidroliz

derecesi tespit edilmistir (Lafarga & Hayes, 2017).

Yapilan bu tez ¢caligmasinda akcigerlerin papain ile enzimatik hidrolizi i¢in pH’1
6.5’e 1 M H2SOs ile ayarlandiktan sonra 1:100 enzim/substrat oraninda papain enzimi
karistirllarak 65 °C’de 24 saatte hidroliz gerceklestirimistir. Hidroliz sonrasinda
hidrolizatlarda %15.98 £ 1.471 hidroliz derecesi tespit edilmistir. Akcigerin papain ile
enzimatik hidroliz ile elde edilen hidrolizatlara ait diisiik hidroliz derecesi, Lafarga vd.

(2017) yapmis oldugu ¢alisma ile uyum gostermektedir.
4.3. On Hidroliz Optimizasyonu

Akcigerlerden protein hidrolizat iiretimi ile ilgili ¢caligmalarda hidrolizat deneyleri
sonucunda belirlenen en uygun sicaklik, konsantrasyon ve siire araliklar1 dikkate alinarak,
CCD ve BBD modellerine gore yapilmistir. Onerilen matematiksel modeller varyans
analizi ve regrasyon istatistiksel yontemi ile degerlendirilmistir. Yontemde deneysel
caligma araliklar1 olarak en diisiik sicaklik degeri 50°C, en yiiksek sicaklik degeri olarak
90°C, en diisiik ajan konsantrasyonu 1 M KOH ve H2SOg, en yiiksek ajan konstrasyonu
6 M KOH ve H>SOs, en diisiik siire 8 saat, en yiiksek siire 24 saat olarak belirlenmistir.

Bu ¢alismada kimyasal hidroliz i¢in kullanilan KOH ve H2SOs ile hidrolizasyon
calismasi, li¢ bagimsiz degisken (sicaklik, konsantrasyon, siire) ii¢ diizeyli (-1,0,1) olarak

analiz edilmistir. CCD ve BBD dizaynlar1 kullanilarak belirlenen sicaklik, konsantasyon
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ve slire bagimsiz degiskenlerine karsi, yanit degiskenleri, deneysel ve yontem tarafindan
ongoriilen hidroliz derecesi (HD) ¢izelge 4.1°de gosterilmistir.
Cizelge 4.1 CCD ile modellenmis akciger artiklarinda alkali ve asidik hidroliz ile

bagimsiz degisken seviyeleri ile birlikte gozlemlenen degerler yanit degiskeni; CCD-Y a
Alkali 6n hidroliz derecesi (% HD), CCD-Y as: Asidik 6n hidroliz derecesi.

X1 (Sicaklik °C) X, (Konsantrasyon M)  X; (Siire Saat) CCD-Ya CCD-Y as
1 50 1 8 63,2 82,12
2 90 1 8 80,27 94,61
3 50 6 8 70,04 83,96
4 90 6 8 86,68 94,85
5 50 1 24 54,19 82,2
6 90 1 24 89,68 94,56
7 50 6 24 74,07 84,56
8 90 6 24 81,14 92,22
9 50 3 16 81,76 83,7
10 90 3 16 82,11 90,16
11 70 1 16 80,61 88,59
12 70 6 16 77,18 90,71
13 70 3 8 77,91 92,06
14 70 3 24 76,46 90,41
15 70 3 16 83,05 89,25
16 70 3 16 83,05 89,25
17 70 3 16 83,05 89,25
18 70 3 16 83,05 89,25
19 70 3 16 83,05 89,25
20 70 3 16 83,05 89,25

Akcigerin 6n hidroliz optimizasyonunda CCD ile olusturulmus alkali hidrolize ait
ANOVA analizi cgizelge 4.2°de verilmistir. Cizelge 4.2’da goriildiigii gibi CCD ile
olusturulan alkali hidroliz deneylerinde, Model F deger 3.61 modelin anlamli oldugunu
ifade etmektedir. 0.029 p degeri 0.05’ten kiigiik olmast model terimlerinin anlamli

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.2 KOH kullanilarak akciger artiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri
sirasinda sicaklik, ajan konstrasyonu, siireden etkilenen HD'min CCD ile hesaplanan
ANOVA ¢izelgesi.

Kaynak DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Model 9 975,75 108,417 3,61 0,029 *
Lineer 611,92 203,974 6,79 0,009 *
Sicakhk 566,45 566,450 18,85 0,001 *
Konsantrasyon 4477 44,775 1,49 0,250

Siire 0,70 0,698 0,02 0,882

3

1

1

1

Karesel 3 272,29 90,763 3,02 0,081

Sicaklik*Sicaklik 1 0,00 0,002 0,00 0,994

Konsantrasyon*Konsantrasyon 1 33,12 33,123 1,10 0,318
1
3
1
1
1

Stire*Stire 62,74 62,738 2,09 0,179
Etkilesim 93,06 31,019 1,03 0,419
Sicaklik*Konsantrasyon 82,90 82,898 2,76 0,128
Sicaklik*Stire 9,79 9,790 0,33 0,581
Konsantrasyon*Siire 0,37 0,368 0,01 0,914
Error 10 300,45 30,045
Lack-of-Fit 5 300,45 60,090 * *
Pure Error 5 0,00 0,000
Total 19 1276,20

Cizelge 4.2°da goriildiigii gibi CCD ile akciger artiklarininin alkali hidroliz
parametreleri optimizasyonunda, 0.009 p degeri ile lineer model Onerilmistir. Lineer
model terimlerinden hidroliz derecesi iizerine 0.001 p degeri ile sicaklik faktorii istatiksel
olarak anlamli bulunurken, konsantrasyon ve siire terimleri dnemsiz bir etkiye sahip

oldugu bulunmustur.

Modelin R? degeri cizelge 4.3’de verilmistir. Minitab 19 programu ile hesaplanan
R? degeri %76.46 olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gére CCD modelinde kullanilan
bagimsiz degiskenler yanittaki varyasyonunun %76.46’ini agiklayabilmektedir. %23.54
’lik kistm modelde yer almayan diger bagimsiz degiskenlerden kaynaklanmaktadir.
Cizelge 4.3 KOH kullanilarak akciger artiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri

sirasinda sicaklik, konstrasyon, siireden etkilenen HD'nin CCD ile hesaplanan R? ve
diizeltilmis R? ¢izelgesi.

S R-sqg R-sq(adj) R-sq(pred)
5.48134 76.46% 55.27% 0.00%
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ANOVA testinde 0,029 p degeri 0,05’ten kiiciik olmasma ragmen, R? degeri
%095 ten kiiciik oldugundan dolay1 hidroliz optimizasyonu i¢in uygun olmadig: kararina

varilmstir.

Akcigerin 6n hidroliz optimizasyonunda CCD modeli ile olusturulmus asidik
hidrolize ait ANOVA analizi gizelge 4.4’de verilmistir. CCD ile olusturulan asidik
hidroliz deneylerinde, Model F deger 26.12 modelin anlamli oldugunu ifade etmektedir.
0.00000856 p degeri 0.05’ten kiigiik olmasi model terimlerinin anlamli oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.4 H,SO4 kullanilarak akciger artiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri
sirasinda sicaklik, Konstrasyon, siireden etkilenen HD'nin CCD ile hesaplanan ANOVA
cizelgesi.

Adj F-

Kaynak DF Adj SS MS Value P-Value
Model 9278,090 30,899 26,12 0,00000856 *
Lineer 3 248,533 82,844 70,04 0,00000051 *
Sicaklhik 1 245,354 245,354 207,43 0,00000005 *

Konsantrasyon 1 1,781 1,781 1,51 0,24791693

Siire 1,398 1,398 1,18 0,30242953
Karesel 20,951 6,984 5,90 0,01384079 *
Sicakhk*Sicakhik 18,125 18,125 15,32 0,00289194 *

1
3
1
Konsantrasyon*Konsantrasyon 1 0,013 0,013 0,01 0,91952287
Siire*Siire 1 8,304 8,304 7,02 0,02432758 *

3

1

1

1

Etkilesim 5733 1,911 1,62 0,24720172
Sicaklik*Konsantrasyon 3,886 3,886 3,28 0,10000082
Sicaklik*Siire 1,411 1,411 1,19 0,30032436
Konsantrasyon*Siire 0,436 0,436 0,37 0,55710444

Error 10 11,828 1,183
Lack-of-Fit 5 11,828 2,366 * *
Pure Error 5 0,000 0,000

Total 19 289,918

Cizelge 4.4’de goriildigii gibi CCD ile akciger artiklarininin asidik hidroliz
parametreleri optimizasyonunda 0.00000051 p degeri ile linecer model ve 0.01384079 p
degeri ile kiibik model 6nerilmistir. Lineer model terimlerinden hidroliz derecesi iizerine
0.00000005 p degeri ile sicaklik faktorii istatiksel olarak anlamli bulunurken,
konsantrasyon ve siire terimlerin 6nemsiz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Kiibik

Model terimlerinden hidroliz derecesi lizerine 0.01384079 p degeri ile Sicaklik*Sicaklik
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ve 0.02432758 p degeri ile Siire*Siire interaksiyonu istatiksel olarak Onemli iken,

Konsantrasyon*Konsantrasyon interaksiyonu 6nemsiz etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Modelin R? degeri ¢izelge 4.5°de verilmistir. Minitab 19 programi ile hesaplanan
R? degeri %95.92 olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gore Merkezi Kompozit Deney
Tasarim modelinde kullanilan bagimsiz degiskenler yanittaki varyasyonun %95.92’ini
aciklayabilmektedir. %4.08 ’lik kistm modelde yer almayan diger bagimsiz
degiskenlerden kaynaklanmaktadir.
Cizelge 4.5 H;SO4 kullanilarak akciger artiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri

sirasinda sicaklik, konstrasyon, siireden etkilenen HD'nin CCD ile hesaplanan R? ve
diizeltilmis R? ¢izelgesi.

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)
1.08757 95.92%  92.25% 62.26%

ANOVA testinde 0.00000856 p degeri 0.05’ten kiigiik olmasi ve R? degeri
%095’ten biiylik olmasi1 nedeniyle hidroliz optimizasyonu i¢in uygun oldugu kararina
varilmstir.

Modele ait regresyon analizi asagida verilmistir:
Asidik % HD =40,88+(1,237*Xy) +(1,25*X>) -(0,691*X3) -(0,00642*X1*X1)
+(0,011*X2*X2) +(0,0272*X3*X3) -(0,01388*X1*X2) -(0,00262*X1*X3) -(0,0116*X2*X3)

Regresyonun dogrulanmasinda Minitab 19 programi ile hesaplanan tahmini
hidroliz dereceleri ile deneysel gozlemlerden elde edilen hidroliz dereceleri oldukga yakin
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Akciger artiklarindan H2SO4 kullanilarak asidik 6n hidrolizasyonda HD i¢in

karsilik gelen tahmini deger ve dogrulama deneyleri sirasinda goézlemlenen hidroliz
dereceleri.

X1 (Sicaklik °C) X, (Konsantrasyon M) Xs(Siire Saat) Tahmini Deger Deneysel Gozlem
1 50 1 8 82,31 82,12
2 90 1 8 94,46 94,61
3 50 6 8 85,01 83,96
4 90 6 8 94,38 94,85
5 50 1 24 82,87 82,2
6 90 1 24 93,34 94,56
7 50 6 24 84,64 84,56
8 90 6 24 92,33 92,22
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9 50 3 16 81,68 83,7
10 90 3 16 91,87 90,16
11 70 1 16 89,07 88,59
12 70 6 16 89,92 90,71
13 70 3 8 91,41 92,06
14 70 3 24 90,75 90,41
15 70 3 16 89,34 89,25
16 70 3 16 89,34 89,25
17 70 3 16 89,34 89,25
18 70 3 16 89,34 89,25
19 70 3 16 89,34 89,25
20 70 3 16 89,34 89,25

Cizelge 4.6°da verilen regresyon formiiliiniin grafiksel gosterimi olan 3 boyutlu

Cevap Yiizeyleri Minitab 19 programi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 4.2-3-4-5-6-7).

Contour Plot of Asidik %HD vs Konsantrasyon; Sicaklik
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Sekil 4.2 CCD ile akciger artiklarinda H>SOs kullanilarak asidik 6n hidroliz ile
konstrasyon ve sicaklik degisimini gosteren kontiir grafigi.
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Surface Plot of Asidik % HD vs Konsantrasyon; Sicaklik
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Sekil 4.3 CCD ile akciger artiklarinda H>SO4 kullanilarak asidik 6n hidroliz ile
konstrasyon ve sicaklik degisimini gdsteren ti¢ boyutlu grafik.

Contour Plot of Asidik % HD vs Siire; Sicaklik
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Sekil 4.4 CCD ile akciger artiklarinda HoSO4 kullanilarak asidik 6n hidroliz ile siire ve
sicaklik degisimini gosteren kontiir grafigi.
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Surface Plot of Asidik %HD vs Stire; Sicakhk
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Sekil 4.5 CCD ile akciger artiklarinda H2SO4 kullanilarak asidik 6n hidroliz ile stire ve
sicaklik degisimini gosteren ti¢ boyutlu grafik.

Contour Plot of Asidik 9% HD vs Siire; Konsantrasyon
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Sekil 4. CCD ile akciger artiklarinda H2SO4 kullanilarak asidik 6n hidroliz ile siire ve
konsantrasyon degisimini gosteren kontiir grafigi.
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Surface Plot of Asidik %HD vs Siire; Konsantrasyon
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Sekil 4.7 CCD ile akciger artiklarinda H2SO4 kullanilarak asidik 6n hidroliz ile stire ve
konsantrasyon degisimini gosteren {i¢ boyutlu grafik.

BBD modeli kullanilarak belirlenen sicaklik, ajan konsantrasyonu ve siire
bagimsiz degiskenlerine karsi, yanit degerinin deneysel gozlem hidroliz dereceleri
cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 BBD ile modellenmis akciger artiklarinda alkali ve asidik hidroliz ile

bagimsiz degisken seviyeleri ile birlikte gozlemlenen degerler yanit degiskeni; BBD-Y a
Alkali hidroliz derecesi, BBD-Y as: Asidik hidroliz derecesi.

X1 (Sicaklik °C) X (Konsantrasyon M) X3 (Siire Saat) BBD-Y, BBD-Yas
50 1 16 57,5 86,85
90 1 16 65,61 85,36
50 6 16 81,23 92,49
90 6 16 88,54 96,99
50 3 8 80,37 82,09
90 3 8 88,87 96,29
50 3 24 79,86 92,26
90 3 24 65,58 97,56
70 1 8 74,94 92,34
70 6 8 83,11 87,91
70 1 24 90,82 93,63
70 6 24 79,46 84,77
70 3 16 83,05 89,25
70 3 16 83,05 89,25
70 3 16 83,05 89,25

Akcigerin 6n hidroliz optimizasyonunda BBD modeli ile olusturulmus alkali

hidrolize ait ANOVA analizi gizelge 4.8de verilmistir. BBD modeli ile olusturulan alkali
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hidroliz deneylerinde, lineer model ve kiibik model istatiksel ve bunlara ait terimler
istatiksel olarak dnemsiz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (p<0.05).
Cizelge 4.8 KOH kullanilarak akciger artiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri

sirasinda sicaklik, ajan konstrasyonu, siireden etkilenen HD'nin ANOVA ¢izelgesi
(BBD).

Kaynak DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 678,17 75,352 0,67 0,717
Lineer 3 274,68 91,561 0,81 0,538
Sicaklik 1 12,01 12,013 0,11 0,757
Konsantrasyon 1 236,21 236,205 2,10 0,207
Stire 1 26,47 26,466 0,24 0,648
Karesel 3 248,11 82,702 0,74 0,574
Sicaklik*Sicaklik 1 161,87 161,874 1,44 0,284
Konsantrasyon*Konsantrasyon 1 66,89 66,893 0,60 0,475
Stire*Siire 1 18,55 18,547 0,17 0,701
Etkilesim 3 192,33 64,111 0,57 0,658
Sicaklik*Konsantrasyon 1 0,43 0,427 0,00 0,953
Sicaklik*Siire 1 129,73 129,732 1,15 0,332
Konsantrasyon*Siire 1 62,17 62,174 0,55 0,490
Error 5 561,99 112,398
Lack-of-Fit 3 561,99 187,331 * *
Pure Error 2 0,00 0,000
Total 14 1240,16

Modelin R? degeri cizelge 4.9°da verilmistir. Minitab 19 programu ile hesaplanan
R? degeri %54.68 olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gére BBD modelinde kullanilan
bagimsiz degiskenler yanittaki varyasyonunun %354.68’ini agiklayabilmektedir.
%45.32°lik  kistm modelde yer almayan diger bagimsiz  degiskenlerden
kaynaklanmaktadir.
Cizelge 4.9 KOH kullanilarak akciger artiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri

sirasinda sicaklik, ajan konstrasyonu, siireden etkilenen HD'nin CCD ile hesaplanan R?
ve diizeltilmis R? cizelgesi (BBD).

S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)
10.6018 54.68% 0.00% 0.00%

ANOVA cizelgesindeki modele ait p degeri 0.05’ten biiyiik olmas1 ve R?degerinin

%095’ten kii¢lik olmasi sebebiyle akcigerin alkali hidroliz optimizasyonu i¢in kullanilan

BBD modelinin uygun olmadigina karar verilmistir.
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Akcigerin 6n hidroliz optimizasyonunda BBD modeli ile olusturulmus asidik
hidrolize ait ANOVA analizi gizelge 4.3:10’da verilmistir. BBD modeli ile olusturulan
asidik hidroliz deneylerinde, lineer model ve kiibik model istatiksel ve bunlara ait terimler
istatiksel olarak 6nemsiz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.10 H2SO4 kullanilarak akciger artiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri
sirasinda sicaklik, konstrasyon, stireden etkilenen HD'nin ANOVA ¢izelgesi (BBD)

Kaynak DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Model 9 126,393 14,0437 0,40 0,888
Lineer 3 77,662 25,8874 0,74 0,570
Sicaklik 1 66,906 66,9062 1,92 0,224
Konsantrasyon 1 1,980 1,9800 0,06 0,821
Stire 1 8,776 8,7760 0,25 0,637
Karesel 3 17,610 5,8700 0,17 0,913
Sicaklik*Sicaklik 1 11,699 11,6987 0,34 0,587
Konsantrasyon*Konsantrasyon 1 1,812 18121 0,05 0,829
Stire*Siire 1 3,841 3,8415 0,11 0,753
Etkilesim 3 32,550 10,8500 0,31 0,817
Sicaklik*Konsantrasyon 1 4,619 46187 0,13 0,730
Sicaklik*Siire 1 19,803 19,8025 0,57 0,485
Konsantrasyon*Siire 1 8,129 8,1289 0,23 0,649

Error 5 173,936 34,7872

Lack-of-Fit 3 173,936 57,9786 * *
Pure Error 2 0,000 0,0000

Total 14 300,329

Modelin R? degeri cizelge 4.11°de verilmistir. Minitab 19 programu ile hesaplanan

R? degeri %42.08 olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gére BBD modelinde kullanilan

bagimsiz degiskenler yanittaki varyasyonunun %42.08’ini aciklayabilmektedir.

%57.92 ’lik kistm modelde yer almayan diger bagimsiz degiskenlerden
kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.11 H2SO4 kullanilarak akciger artiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri

sirasinda sicaklik, konstrasyon, siireden etkilenen HD'nin BBD ile hesaplanan R? ve
diizeltilmis R? ¢izelgesi (BBD).

S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)
5,89806 42,08% 0,00% 0,00%

ANOVA cizelgesindeki modele ait p degeri 0.05’ten biiyiik olmas1 ve R? degerinin
%95’ten kiiclik olmasi sebebiyle akcigerin asidik hidroliz optimizasyonu i¢in kullanilan

BBD modelinin uygun olmadigina karar verilmistir.
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CCD ve BBD ile tasarimi yapilmis 6n hidroliz optimizasyon deneylerinin karar

cizelgesi cizelge 4.12°da verilmistir.

Cizelge 4.12 CCD ve BBD ile tasarimi yapilmis optimizasyon deneylerinin karar

cizelgesi.
On Hidroliz Deney ANOVA Model p Modele Ait R? Karar
Ajani Tasarimi Degeri Degeri
KOH CCD 0.029 %76.46 RED
H2S04 CCD 0.00000856 %095.92 KABUL
KOH BBD 0.717 %54.68 RED
H2S04 BBD 0.888 %42.08 RED

Karar ¢izelgesinde gosterildigi gibi ANOVA testinde modele ait 0.00000856 p
degeri 0,05’ten kiiciik olmasi, R? degeri %95’ten biiyiik olmas1 sebebiyle 6n hidroliz
optimizasyonu i¢in en uygun tasarim modelinin CCD ile olusturulmus asidik hidroliz
oldugu kararina varildiktan sonra parametreler i¢in optimizasyon asamasina gegilmistir.
Optimizasyon sonuglari ¢izelge 4.13’de verilmistir. X1 Sicaklik faktori i¢in 90°C, X2 Ajan
Konsantrasyonu faktorii icin 1 M, Xz siire faktorii icin 8 saat optimum degerler olarak
bulunmustur. Yanit Yiizey Yontemi ile elde edilen 6n hidroliz optimizasyon

kombinasyonlar1 sekil 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.13 Akciger artiklarinda H2SQOg ile yapilan 6n hidrolizasyon i¢in optimumu
kosullar, HD i¢in tahmini deger ve dogrulama deneyleri sirasinda gézlenen HD (%).

Optimum Kosullar DQDeySE| Tahrpini
On Hidroliz Ajam X1 Xo X3 Gozlgm Deggr
Sicaklik (°C) Konsantrasyon (M) _Siire (Saat) HP (%) HD (%)
H2S04 90 1M 8 9461 94.46
Optimal Sicaklik Komnsantr Siire
D:0ges7 AN :gg:g] :?:g] :2;.5
Low 50.0 1.0 2.0
///f__‘ — __.f""fﬁ’
-
Asidik -
Raxinnum I
y = 94,4541
d = 0,96969

Sekil 4.8 Yanit yontemi ile elde edilen 6n hidroliz optimizasyon kombinasyonlari.
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Balik artiklarinin asidik hidroliz prosesinin optimizasyonunu incelendigi
calismada, asidik hidroliz i¢in optimum sartlarin 100 °C’de, 4 mol/L hidrokloril asit ve
90 dakika oldugunu ve bu sartlarda %50.70 hidroliz derecesi elde edildigini bildirmistir
(Wisuthiphaet vd., 2016).

fran mersin balig1 (Acipenser persicus) i¢ organlari kullanarak asidik hidroliz ile
protein hidrolizati elde ettikleri ¢alismada, pH 3.3, sicaklik 85 °C’de 18 saat hidroliz
sartlarinda elde ettikleri hidrolizatlara ait hidroliz derecesini %68.87 olarak tespit

edilmistir (Ovissipour, Safari, Motamedzadegan, & Shabanpour, 2012).

Yapilan bu tez ¢alismasinda akcigerlerin CCD modeli ile olusturulan asidik 6n
hidroliz i¢in belirlenen optimum kosullar (90°C-1M H»SO4-8 saat) altinda
gerceklestirilen kimyasal hidroliz gerceklestirilmistir. Elde edilen hidrolizatlarda %94,61
oraninda hidroliz derecesi tespit edilmistir. Akcigerin H2SO4 kullanilarak yapilan
kimyasal 6n hidroliz ile elde edilen hidrolizatlara ait hidroliz derecesi literatiirde belirtilen
hidroliz derecelerine gore yiiksek bulunmustur. Bu yiiksek hidroliz derecesinin, hidroliz
prosesindeki sicaklik, siire, ajan cinsi, ajan konstrasyonu ve kullanilan protein kaynaginin
farkli olmasindan dolay1 kaynakladig: diisiiniilmektedir.

4.4. On hidrolizli Enzimatik Hidroliz

Optimize edilmis 6n hidroliz sartlar1 olarak belirlenen 90°C’de 1 M H2SO4 ajan
konsantrasyonunda 8 saat siire ile akciger dokusu kimyasal hidroliz edildikten sonra pH
6 M KOH ile 6.5’¢ ayarlanmis ve 65°C’de 1/100 enzim/substrat oraninda 24 saat
enzimatik hidrolize tabii tutulmustur. Elde edilen hidrolizatlara ait hidroliz derecesi

94.731+1.983 olarak tespit edilmistir.

4.5. Protein Verimi

Iran mersin balig1 (Acipenser persicus) i¢ organlari kullanarak asidik hidroliz ile
protein hidrolizat1 elde ettikleri ¢calismada pH 3.3, sicaklik 85°C’de 18 saat hidroliz
sartlarinda elde ettikleri hidrolizatlara ait verim degerini %83.64 olarak tespit edilmistir
(Ovissipour vd., 2012).

Kapelin baligin1 farkli enzimler kullanarak enzimatik olarak hidroliz edildigi
caligmada, papain enzimi ile elde edilen hidrolizatlarda %57.1 oraninda verim

saglanmigtir (Shahidi, Han, & Synowiecki, 1995).
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Bu calismada verim hesaplamada kullanilmak ic¢in analiz edilen akciger
dokusunda 1/1 oraninda hazirlanmis homojenatta 119 g/L protein tespit edilmistir. Papain
kullanilarak elde edilen akciger protein hidrolizatinda verim %48.017+1.098, o6n
hidrolizde %85.933+0.654 ve 6n hidrolizli enzimatik hidrolizde ise %86.830+1.386

verim tespit edilmistir. Bu baglamda hidrolizatlarin protein verimi literatiir ile uyumludur.

4.6. Enzimatik ve On hidrolizli Enzimatik Hidroliz ve On Hidroliz ile elde
Edilen Hidrolizatlarin Karsilastirilmasi
Enzimatik, 6n ve 6n hidrolizli enzimatik hidroliz elde edilen hidrolizatlarin
hidroliz derecesi, protein miktari, kuru madde, organik madde, kil ve verim

karsilagtirilmasi ¢izelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.14 Hidrolizatlara ait HD, protein miktari, % kuru madde, % organik madde, %
kiil ve % verim sonuglart.

HIDROL HD PROTEIN KURU  ORGANIK KOL VERIM
iZAT MIKTARI ~ MADDE% MADDE % % %
(N) GIL

EH (10) 1594147  57.1%1.307°  63+0.091  6.02:0.02  0,33+0,1  48.01+1.0

OH (10) 94.040.848° 102.2+0.778  16.840.13®  16.540,129° 0,3£0.010  85.9+0.654%

OHEH (10)  94.7+1.983% 103.3£1.649%  16.7+0.050* 16.4+0.140* 0.2+0.158  86.8+1.3862

Istatiksel analiz tek yonliiVaryans Analizi yontemi ile yapilmistir.

a: p<0.05 enzimatik hidroliz yontemi ile elde edilen hidrolizat grubuna gore karsilagtirma yapildi.
b: p<0.05 6n hidroliz yontemi ile elde edilen hidrolizat grubuna gore karsilagtirma yapildi.

Deneyler sonucunda elde edilen hidrolizatlar da hidroliz derecesi bakimindan 6n
hidrolizli enzimatik hidrolizde ve 6n hidroliz proseslerinde enzimatik hidroliz prosesine
gore anlamli derecede yiikselme gozlemlenmistir. On hidrolizli enzimatik hidroliz ve én
hidrolizde hidroliz derecesi bakimindan anlamli bir fark bulunamamuistir. Hidrolizatlarin

hidroliz derecesi sonuglarina ait boxplot gosterimi sekil 4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.9 Hidroliz derecesi sonuglarina ait boxplot gosterimi.

Protein miktarlar1 bakimindan 6n hidrolizli enzimatik hidrolizde ve 6n hidroliz
proseslerinde enzimatik hidroliz prosesine gore anlamli derecede yiikselme
gbzlemlenmistir. On hidrolizli enzimatik hidroliz ve 6n hidrolizde hidroliz derecesi
bakimindan anlamli bir fark bulunamamistir. Hidrolizatlarin protein miktarlar

sonuglarina ait boxplot gosterimi sekil 4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4.10 Protein miktarlarina sonuglarina ait boxplot gosterimi.

Kuru madde bakimindan 6n hidrolizli enzimatik hidrolizde ve 6n hidroliz
proseslerinde enzimatik hidroliz prosesine gore anlamli derecede yiikselme
gozlemlenmistir (p<0.05). Buna ilaveten 6n hidrolizli enzimatik hidrolizde 6n hidrolize
gore kuru madde miktarinda anlamli derecede yiikselme gozlemlenmistir (p<0.05).

Hidrolizatlarin kuru madde miktarina ait boxplot gosterimi sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11 Kuru madde miktarlart sonuglarina ait boxplot gosterimi.

Organik madde bakimindan 6n hidrolizli enzimatik hidrolizde ve 6n hidroliz
proseslerinde enzimatik hidroliz prosesine gore anlamli derecede yiikselme
gozlemlenmistir (p<0.05). Buna ilaveten 6n hidrolizli enzimatik hidrolizde 6n hidrolize
gore organik madde miktarinda anlamli derecede yiikselme gézlemlenmistir (p<0.05).

Hidrolizatlarin kuru madde miktarina ait boxplot gosterimi sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12 Organik madde miktar1 sonuglarina ait boxplot gosterimi.

Kiil miktar1 bakimindan enzimatik hidroliz, on hidrolizli enzimatik hidrolizde ve
on hidroliz proseslerinde elde edilen sonuglarda anlamli bir fark bulunamamigtir

(p>0.05). Hidrolizatlarin kiil miktarina ait boxplot gosterimi sekil 4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.13 Kiil miktart sonuglarina ait boxplot gosterimi.

Protein verimi bakimindan 6n hidrolizli enzimatik hidrolizde ve 6n hidroliz
proseslerinde enzimatik hidroliz prosesine goére anlamli derecede yiikselme
gdzlemlenmistir. On hidrolizli enzimatik hidroliz ve &n hidrolizde protein verimi
bakimindan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Hidrolizatlarin protein verim

sonuglarina ait boxplot gosterimi sekil 4.14 da verilmistir.

a0

E/E__——E

B0

&0

Protein Verimi

L0

EH AH GHEH

Hidrolizatlar

Sekil 4.14 Hidrolizatlarin protein verimlerine ait boxplot gosterimi.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, akciger dokusunun hidroliz prosesleri ile ilgili

yaptigimiz deneylerin sonuglar1 agagida verilmistir:

1-

2-

Modern deney tasarim modellerinden CCD ve BBD modelleri basarili bir sekilde
kurulmustur.

Alkali 6n hidrolizin optimizasyonu i¢in CCD ile olusturulmus deney tasarim
modeli istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu model i¢in Lineer
model Onerilmistir. Lineer model terimlerinden sicaklik istatiksel olarak anlamli
bulunmustur. Lineer modele ait diger terimler, karesel modele ait terimler ve
etkilesim modeline ait terimler istatiksel olarak 6nemsiz bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur (p>0.05).

Optimizasyon i¢cin CCD deney tasarimi ile olusturulan akciger dokusunun alkali
hidroliz prosesine ait ANOVA testinde 0.029 p degeri 0.05’ten kii¢iik olmasina
ragmen, R? degeri %95 ten kiiciik oldugundan dolay1 hidroliz optimizasyonu igin
kullanilan CCD deney tasarim modelinin uygun olmadigi kararina varilmistir.
Asidik 6n hidrolizin optimizasyonu icin CCD ile olusturulmus deney tasarim
modeli istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu model i¢in Lineer ve
karesel model Onerilmistir. Lineer model terimlerinden sicaklik, karesel model
terimlerinden  sicaklik*sicaklik ve silire*slire istatiksel olarak anlamli
bulunmustur. Lineer modele ait diger terimler, karesel modele
konstrasyon*konsantrasyon terimi ve etkilesim modeline ait terimler istatiksel
olarak 6nemsiz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (p>0.05).

Optimizasyon i¢in CCD deney tasarimui ile olusturulan akciger dokusunun asidik

on hidroliz prosesine ait ANOVA testinde 0.00000856 p degeri 0.05’ten kiicilik
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6

7-

8

O-

10-

11-

12-

olmas1 ve R? degeri %95 ten biiyiik olmas1 nedeniyle hidroliz optimizasyonu i¢in
kullanilan CCD deney tasarim modelinin uygun oldugu kararina varilmigtir
Alkali 6n hidrolizin optimizasyonu i¢in BBD ile olusturulmus deney tasarim
modeli istatiksel olarak bir 6neme sahip olmadigi bulunmustur (p>0.05). Bu
model igin lineer model terimleri, karesel model terimleri ve etkilesim model
terimleri istatiksel olarak 6nemsiz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (p>0.05).
Optimizasyon i¢cin BBD deney tasarimi ile olusturulan akciger dokusunun alkali
hidroliz prosesine ait ANOVA testinde p degeri 0.05’ten biiyiik olmasi ve R?
degerinin  %95’ten kiicik olmasi sebebiyle akcigerin alkali hidroliz
optimizasyonu i¢in kullanilan BBD modelinin uygun olmadigma karar
verilmistir.

Asidik 6n hidrolizin optimizasyonu i¢in BBD ile olusturulmus deney tasarim
modeli istatiksel olarak bir éneme sahip olmadigir bulunmustur (p>0.05). Bu
model igin lineer model terimleri, karesel model terimleri ve etkilesim model
terimleri istatiksel olarak 6nemsiz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (p>0.05).
Optimizasyon i¢in BBD deney tasarimi ile olusturulan akciger dokusunun asidik
hidroliz prosesine ait ANOVA testinde p degeri 0.05’ten biiyiik olmasi ve R?
degerinin  %95’ten kiicik olmast sebebiyle akcigerin alkali hidroliz
optimizasyonu i¢in kullamilan BBD modelinin uygun olmadigina karar
verilmistir.

Modern deney tasarim modellerinin istatiksel olarak degerlendirildikten sonra
CCD ile olusturmusmus akciger dokusunun asidik hidrolizi optimizasyonu
Minitab 19 programi ile analiz edilmistir. Optimizasyon analiz sonucunda
maksimum hidroliz derecesi icin 90°C’de 1 M H2SOs ile 8 saat kosullar
belirlenmistir.

Optimizasyon i¢in se¢ilen bu kosullarda tahmini hidroliz derecesi %94.46 olarak
hesaplanmistir. Dogrulama icin belirtilen kosullarda asidik hidroliz edilen akciger
dokusunda %94.61 oraninda hidroliz derecesi tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
tahmini hidroliz derecesi ile deneysel hidroliz derecesinin olduk¢a yakin oldugu
bulunmustur.

Enzimatik hidroliz i¢in akciger dokusu pH 6.5’te, 65 °C’de 24 saat inkiibe

edilmistir. Enzimatik hidroliz sonucu %15.984+1.471 hidroliz derecesi,
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57.140+1.307 g/L protein, %6.370+0.091, kuru madde, %6.02+0.020 organik
madde, %0.337+0,110 kiil ve %48.017+1.098 proetin verimi elde edilmistir.

13- On hidroliz optimizasyondan elde edilen 90°C’de 1 M H2SO4 ile 8 saat kosullarmn

akciger dokusu kimyasal olarak hidroliz edilmistir. Deneyler sonucunda
%94.005+0.848 hidroliz derecesi, 102.260+0.778 g/L protein, %16.876+0.137
kuru madde, %16.503+0,129 organik madde, %0.373+0.010 kil ve
%85.933+0.654 protein verimi elde edilmistir.

14- On hidroliz i¢in optimizasyondan elde edilen 90°C’de 1 M H,SO, ile 8 saat

kosullarin akciger dokusu kimyasal olarak hidroliz edilmis ve enzimatik hidroliz
icin akciger dokusu pH 6.5’te, 65 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. On hidrolizli
enzimatik hidroliz sonucu %94.731+1.983 hidroliz derecesi, 103.340+1.649 g/L
protein  %16.742+0.050 kuru madde, %16.460+0.140 organik madde.
%0.27440.158 kiil ve %86.830+1.386 protein verimi elde edilmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglara gore, akciger artiklarindan protein

hidrolizat1 iiretilmesi konusunda asagidaki oneriler siralanabilir:

1-

Elde edilen akciger protein hdirolizatinin igerdigi karbonhidrat, yag, serbest
amino asit, kimyasal 6zellikleri ve emiilsifi, kopiik olusturma gibi fonksiyonel
ozelliklerinin incelenmesi, ayrica insan ve g¢evre i¢in zararli olabilecek
patojenlerin mikrobiyolojik olarak incelenmesi

Akciger protein hidrolizatim1 olusturan peptitlerin elektroforez yontemleri
kullanilarak boyutlarinin belirlenmesi,

Elde edilen akciger protein hidrolizatinin depolamaya bagli kimyasal
kompozisyon ve kalite degisimlerinin incelenmesi,

Akcigerlerin  6n hidrolizinde kullanilan H>SOs4 kimyasalinin fiyat/fayda
bakimindan fizibilite raporunun arastirilmasi,

Akcigerlerin enzimatik hidrolizinde kullanilan papain enziminin fiyat/fayda
bakimindan fizibilite raporunun arastirilmasi,

Akcigerlerden elde edilen protein hidrolizatlarinin bitkilerin primer ve sekonder
metabolizmasina, ciceklenme, bitki gelisimi ve verim ve bitkilerde abiyotik
streslerin olumsuz etkilerin giderilmesi {izerine etkilerinin incelenmesi,

Akciger dokusundan elde edilen protein hidrolizatlarinin  antikanser,

antihipertansif, antioksidan, antilipidemik gibi farmasotik etkilerinin incelenmesi
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8- Protein hidroliz prosesinde 6nemli basamaklari olusturan filtrasyon ve kurutma

yontemlerinin arastirilmasit 6nerilmektedir.
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