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Dogal yasam alami disinda yasayan ve ekosisteme zarar veren istilac1 balik
tiirleri, degerli tirtinlere donistiiriilmesi cevreye verdigi tahribati azaltmak ve
ekonomiye katki noktasinda onemli bir potansiyele sahiptir. Bu tez calismasinda,
karsilagtrma amacli Hirfanli ve Yamula Baraj Goli’nde istilaci tiir olarak yasayan
giimiis baligindan (Atherine boyeri) alkalaz, bromelain ve flavourzyme enzimi
kullanilarak  protein hidrolizat {iretimi gergeklestirilmis, {iretilen hidrolizatin
fizikokimyasal, fonksiyonel ve biyoaktif 6zellikleri incelenmistir. Hidroliz derecesi
HGalc, HGbro, HGfla, YGalc, YGbro ve YGfla numunelerinde sirasiyla %210.90,
%11.60, %7.61, %9.74, %11.04 ve %6.66 olarak tespit edilmistir. Fonksiyonel
ozelliklerden emiilsiyon kapasitesi (EAI) en yilksek %99.49+0.48 m?/g, emiilsiyon
stabilite (ESI) degeri ise en yiiksek %49.02+0.80 dakika HGbro numunesine aittir.
Kopiik olusturma kapasitesi ve stabilitesi en yliksek deger HGalc numunesinde olup
swrasiyla %114.84+2.82 ve %76.65+1.51 olarak elde edilmistir. Yag baglama kapasitesi,
en diisiik hidroliz derecesine sahip YGfla numunesinde en yiiksek degerde gézlenmis ve
3.75 £0.12 mL/g olarak hesaplanmistir. Hidrolizatlar en diisiik HGfla (%79.82) ve en
yiikksek HGalc (%97.69) arasinda, ¢esitli pH degerlerinde siirekli olarak yiiksek
¢ozliniirliige sahip ¢ikmustir. Sonug olarak hidrolizatlarinin ¢ozundrlik, emilsifiye edici,
kopiik olusturucu ve yag baglama ozellikleri ile gida katki bileseni olarak potansiyel bir
uygulama alanma sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Protein Hidrolizati, Fonksiyonel Ozellikler, Biyoaktif Ozellikler,
Glimiis Balig1
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FUNCTIONAL AND BIOACTIVE PROPERTIES

irem Ceren KIZILKOY
KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITY

INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY

Supervisor: Prof. Dr. Mahmut YILMAZ
Year: 2025 Pages: 57
Juries: Prof. Dr. Hasan ONDER

Prof. Dr. Ugur SEN

Assoc. Prof. Dr. Gokhan FiLIK

Assoc. Prof. Dr. Ramazan YAZICI
Co-Supervisor Assist. Prof. Sefik TEKLE

Transforming invasive fish species that live outside their natural habitats and
damage the ecosystem into valuable products has significant potential to reduce
environmental damage and contribute to the economy. In this thesis, protein hydrolysate
was produced from the invasi ve sand smelt(Atherine boyeri) in the Yamula Lake in
Kayseri and the Hirfanli Dam Lake in Kirsehir using alcalase, flavorzyme, and
bromelain enzymes for comparati ve purposes. The physicochemical, functional, and
bioacti ve properties of the produced hydrolysate were in ve stigated. The degree of
hydrolysis was determined as 10.90%, 11.60%, 7.61%, 9.74%, 11.04%, and 6.66% in
the HGalc, HGbro, HGfla, YGalc, YGbro, and YGfla samples, respecti ve ly. Among
the functional properties, the highest emulsion capacity (EAI) value was 99.49+0.48
m2/g, and the highest emulsion stability (ESI) value was 49.02+0.804 min. It belonged
to the HGbro sample. The highest foaming capacity and stability values were obtained
in the HGalc sample as 114.84+2.82% and 76.65+1.51%, respecti ve ly. The highest oil
binding capacity was obser ve d in the YGfla sample, which had the lowest degree of
hydrolysis, and was calculated as 3.75+£0.12 mL/g. The hydrolyzates had consistently
high solubility at various pH values, between the lowest HGfla (79.82%) and the
highest HGalc (97.69%). In conclusion, the solubility, emulsifying, foaming and oil
binding properties of the hydrolyzates have a potential application as food additives.

Key Words: Protein Hydrolysate, Functional Properties, Bioactive Properties, Sand
Smelt
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1. GIRIS

Balik endiistrisi, diinya ¢apinda birgok iilke i¢in biiyiik bir ekonomik kaynaktir.
Balik proteini, 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde, bircok insan igin icerdikleri temel
amino asitler nedeniyle 6nemli bir besin kaynagidir. Diinya ¢apinda bir milyar insanin
gecim kaynaklarinin balik {iretme, isleme ve ticaretine bagimli oldugu tahmin
edilmektedir (Oosterveer, 2008). Kiresel balik iiretiminin 2020'de 178 milyon tona
ulastig1 ve 2030 yilinda 204 milyon tona ulasacagi tahmin edilirken bu miktarin sadece
157 milyon tonu insan tiiketimine uygundur, kalan 20 milyon ton, esas olarak balik unu
ve balik yagi tiretmek gibi gida dis1 kullanimlara yoneliktir (FAO, 2020). Balik isleme
endiistrisi tarafindan islenen baliklarin sadece %40’lik kismi insan tiiketimi ig¢in
kullanilmaktadir. Deri, bas, i¢ organlar, karaciger ve iskeletler olmak iizere %60’ lik
kismi atik olarak degerlendirilmektedir (Dekkers ve ark., 2011). Bu biyik miktardaki
balik yan iirlinleri ve sofralik degeri olmayan hammaddelerin hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde ciddi kirlilik sorunlar1 olusturmaktadir. Bu iirlinleri, hayvan
yemi, balik unu ve giibre gibi diisilk piyasa degeri olan iirlinlere islemek miimkiin
olmakla beraber, bu iirlinler protein bakimindan oldukc¢a zengin oldugu i¢in katma
degeri daha yiiksek nitelikli iirtinlere islenmesi miimkiin goriinmektedir (Hsu, 2010).
Protein bakimindan zengin balik isleme yan {iriinlerin ve sofralik degeri olmayan
hammaddelerin kullanimmdan yararlanilarak, insan saghiginin iyilestirilmesine yardimeci
olacak temel besin maddelerini ve biyoaktif fonksiyonel bilesikler elde etmek igin
cesitli biyoteknolojik sistemler gelistirilmistir. Bu sayede ayni zamanda nitelikli katma
degeri yiiksek bir iirline doniistirmenin yaninda c¢evre kirliligi riski de ortadan
kaldirilmis olmaktadir. Ozellikle istilac1 tiir zelliginde olan baliklar bu noktadaki
calismalarda biiylikk 6nem arz etmektedir. Belli bir ekosistemin dogal faunasinda
olmayip, dogal bir engelin kaldirilmasi, gemilerle, baliklandirmayla veya kaza yoluyla
bolgeye disaridan gelen yeni tiirlere istilaci tiirler denmektedir. Gelismekte olan
teknolojiler ile ¢esitli cografik yerlerle yeni baglantilar kurulmasi, bir¢ok canlinin bir
ekosistemden diger ekosisteme ge¢gme hizini ciddi anlamda artirmistir. Bu tiirler, farkli
yollarla ulastiklar1 yeni ekosistemlerde zararlara sebep olmaktadir. Yerel olmayan
tirlerin yeni alanlara taginmalar1 ve yerlesmelerinin, popiilasyonlar ve yerel tirler
uzerindeki potansiyel etkileri buyik 6lctide bilinmekte ve bu tlrler buyik 6lglde yerel
tiirlerin yok olmalarindan sorumludurlar ( Polat ve ark., 2011, Cigek ve ark., 2023).

Istilac1 balik tirleri balik¢ilik, balik yetistiriciligi ve biyolojik ¢esitlilik icin onemli bir



tehdit olusturmaktadir. Bu tehdit tiirlerin yasam alanlarinin istilas1 ve predasyon yoluyla
gerceklesmekte olup, yerel ve endemik tlrlerin hizla yok olmasma neden olabilmektedir
(Yilmaz, 1997). Ulkemizde i¢ sularda 427 tiir bulundugu bilinmektedir (Cigek ve ark.,
2023). Ulkemizde bulunan bu zengin biyogesitliligi tehdit eden istilaci tiirlerden biri
olan Giimiis balig1 (Atherina boyeri), maximum 20 ¢m ulasabilen glimiis renkli bir balik
turudur. Denizel bir tur olup genellikle kiyilarda ve laglinlerde ayrica tuzlu batakliklarda
da yasamaktadir (Cetinkaya, 2008). Giimiis balig1 ufak kabuklular, solucanlar ve balik
lavralar1 ile beslenerek firsatgi etobur olarak kabul edilir (Antonucci ve ark., 2012).
Ulkemizde giimiis baliginin (Atherina boyeri) son yillarda i¢ sularimizda yayilis alanm1
artirarak kalabalik popiilasyonlar olusturdugu dikkati ¢ekmektedir (Kisisel, 2006).
Tatlisularda (dogal ve baraj golleri) bulunan giimiis balig1 popiilasyonlar1 yiiksek tireme
basaris1 gostererek hizla ¢ogalmakta ve bunun sonucunda bos pelajik nisleri isgal ederek
baskm tiir haline gelebilmektedir. Kisa yasam siiresi, erken eseysel olgunluga erigsme,
uzun iireme periyodu gibi yasam dongiisii Ozelliklerine bagli olarak, bu balik tiirii
Tiirkiye i¢ sular1 i¢in ciddi bir istilac1 olabilme potansiyeline sahiptir. Giimiis baliginin
zooplankton {izerindeki predasyon baskisi, ortamda yasayan endemik tiirler ve
ekonomik 6neme sahip balik tiirleri ile rekabete girmesi halinde biyolojik ¢esitlilik ve
ekosistem iizerinde olumsuz etkilere yol agmasi1 s6z konusudur. Ornegin Hirfanli Baraj
Goli’ne sudak (Sander lucioperca), kadife (Tinca tinca), ¢akil baligi (Pseudorasbora
parva) ve giimiis baligi (Atherina boyeri) girisinden sonra yerel tirlerden Alburnus
sp.’ye giiniimiizde rastlanmamasi yabanci tiirlerin iilkemizin dogal ihtiyofaunasi
iizerindeki olumsuz etkisinin bir 6rnegidir (Ekmekei ve ark., 2010).

TUIK verilerine gore 2023 yil1 itibariyle 7046 ton giimiis balig1 avlanmustir
(TUIK, 2025). Fakat avlanan miktarin resmi verilerden daha yiiksek oldugu tahmin
edilmektedir. Glimiis baligy, kii¢iik boylu oldugu i¢in iilkemizde insan gidas: yoniinden
fazla Onemi olmasa da bol miktarda avlandiklarinda balikk unu yapiminda ve
yetistiriciligi yapilan baliklara yem olarak degerlendirilmektedir. Ayrica Avrupa Birligi
iilkelerine dondurulmus ve panelenerek dondurulmus {iriin olarak ihraci yapilmaktadir
(Becer ve Bilgin, 2018). Bu iiriinlerin islenerek tiiketime sunulma orani giderek
artmaktadir. Bu amagcla yapilan bilimsel ¢aligmalarda giimiis baliklarindan marinat,
balik cipsi, balik atigtirmaligi, balik burger, fish finger ve kurutulmus balik (El-Lahamy
ve ark., 2018) iiretimi caligmalar1 yapilmistir. Ulkemizde avlanmasiyla ilgili bir
kisitlama olmamasma ve yogun bir sekilde avlanmasina ragmen glimiis baliginin

yayilimi giderek artmaktadir. Gerek dogal kaynaklarimizi ve biyogesitliligi korumak ve



gerekse iilkemiz i¢in katma degeri yiiksek ihra¢ potansiyeli olabilecek yeni iiriinlere
kaynak teskil etmesi agisindan istilaci giimiis baliklarinin degerlendirilmesi bliylik 6nem
arz etmektedir.

Ayrica iklim ve ¢evre kosullarinin balik yetistiriciligi ve flora {izerinde 6nemli
etkileri bulunmaktadir. Ornegin kiiresel 1snma nedeniyle su sicakliginda gergeklesen
degisimler ayn1 zamanda oksijen seviyesi, toksik alg cogalmalar1 ve zararllar,
hastaliklar ve aver baliklarin yayginligi gibi diger faktorlere de etki etmektedir (Atar ve
Ataman, 2016). Benzer sekilde 1liman bolgelerde artan sicakliklar, sicak su seven tiirler
ile bu tiirlerin tremelerinde artig, biiyiime oranlarinda hizlanma ve daha uzun
olgunlasma donemleri saglarken, soguk su seven tiirlerin ise soguk bolgelere dogru go¢
etmesine neden olmaktadir. Bununla beraber deniz, gol ve nehir sularindaki sicaklik,
hastalik/zararlilarinin artmasi, denizlerdeki zehirli alglerin ve asitlesmesinin artis1 ve
oksijen seviyesinde azalmalar, baliklarmm Olmesine yol agabilmektedir (Demircan,
2022). Dolayisiyla iklim ve ¢evre kosullarinin farkli oldugu lokasyonlarda hem farkl
turlerle karsilasma ihtimali bulunmakta hem de aym tiirlerin farkli o6zellikleriyle
karsilasma durumu s6z konusu olabilmektedir. Bu kapsamda, Parmaksiz ve ark. (2022)
tarafindan yapilan bir ¢alismada Firat ve Dicle Nehirler’inde yasayan istilaci Carassius
gibelio tiirliniin amino asit profillerinin birbirinden farkli oldugu bulunmustur.
Calismamizda da farkli lokasyon se¢imiyle iklim ve ¢evre kosullar1 farkli olan iki baraj
goliinden avlanmis glimiis baliklarinin protein hidrolizati igerikleri, fizikokimyasal,
teknolojik ve biyoaktif 6zellikleri arasindaki farkliligin belirlenmesi ve bilimsel olarak

degerlendirilmesi gergeklestirilmistir,

1.1. Balik Protein Hidrolizatimin Uretim Yontemleri

Balik protein hidrolizati, nutrasétik ve gida endiistrisinde kullanim i¢in bir¢ok
fonksiyona sahiptir ve 1s1 ile yiliksek basincin kullanildigi gida isleme, mikrobiyal
fermantasyon, c¢oziicii ekstraksiyonu, rRNA araciligi ile konak hiicrelerdeki DNA
dizisinin protein yapilarina doniistiiriilmesi (gen ekspresyonu), asit veya alkali kullanim1
iceren kimyasal hidroliz ve enzimler tarafindan yapilan hidroliz prosesiyle
gerceklestirilmektedir (Sekil 1.1) (Tiiysiiz ve ark., 2019). Balik isleme yan tiriinlerinden
protein eldesi icin enzim teknolojisinin kullanimiyla genis spektrumlu gida
bilesenlerinin ve ya endiistriyel iiriinlerin iiretilmesi miimkiin olabilmistir (UG ve ark.,
2019). Uretim yontemlerinden en yaygm olani ise avantajlar1 fazla oldugu igin enzimler

tarafindan gercgeklestirilen Oretimdir. Enzimatik hidroliz; ongoériilebilirliginin fazla



olmasi, secici ve 6zgiin olmasi, ¢oziinilirliigiin artmasi, aminoasitlere verdigi hasarin az
olmasi, yiiksek verim ve stabilite saglamasi, koplik olusturma ve emiilsiyon
Ozelliklerinin daha iyi hale gelmesi, kimyasal hidrolizata gore parametrelerin kontrol
edilmesinin kolay olmasi, mikrobiyal fermantasyon yontemine gore analizlerinin kolay
yapilmasi ve elde edilen son iiriinde kimyasal kalint1 birakmamasindan dolay1 en ¢ok

tercih edilen yontemdir (Korhonen ve Pihlanto, 2006).

PROTEIN HIDROLIZAT
{URETIM YONTEMLERL

! ‘ ]
ENZIMATIK HIDROLIZ GIDA ISLEME MIKROBIYAL
FERMANTASY ON

S ~

BIYOAKTIF PEPTITLER

_— ~.

¢OZich ASIT VEYAALKALI
EXTRAKSIY ONU KULLANIMI iCEREN GEN EKSPRE 8Y ONU
KIMYASAL HiDROLIZ

Sekil 1.1 Protein hidrolizat yontemleri (Tuystzve ark., 2019)

Protein hidrolizatlari, proteinlerin enzimatik olarak daha kiigiik peptitlere
pargalanmasi sonucu elde edilen tiriinlerdir. Genellikle protein hidrolizatlar1 2-20 amino
asit iceren kisa peptit zincirleridir (Tekle, 2022). Protein hidrolizatlari, dogal
proteinlerin enzimatik hidrolizi ile iiretilir. Protein hidrolizi, peptit zincir uzunlugunu
kisaltir ve bdylece insan viicudunun ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 i¢in en elverisli
amino asit kaynagi olan hidrolizatlar1 Uretmis olur. Protein hidrolizatlari, iyi fonksiyonel
ozelliklerinden dolay1 insanlar ve hayvanlar i¢in kolayca sindirilebilecek protein
kaynag1 olarak kullanilmaktadir (Bozkurt ve ark., 2021). Protein agisindan zengin balik
isleme atiklarmin ve gida kalitesi diisiik proteince zengin yenilebilir baliklarin verimli
kullanimi, bu maddelerin balik proteini hidrolizatlarna doniistiiriilmesiyle saglanabilir
(Neklyudov ve ark., 2000). Protein hidrolizatlarmin {iretiminde balik proteinlerini
hidrolize etmek icin bircok proteolitik enzim kullanilabilmektedir. Bunlara alcalase,

papain, pepsin, tripsin, o-kimotripsin, pankreatin, flavourzyme, pronase, neutrase,



protamex, bromelain, kryotin F, proteaz N, proteaz A, orientase, thermolysin ve

validase ornek olarak verilebilir.

1.2. Balik Protein Hidrolizatlarin Kullamim Alanlar

Protein hidrolizatlari, protein bakimindan zengin balik yan iirlin atiklarindan ve
sofralik degeri olmayan yenilebilir cesitli baliklardan elde edilmekte ve farmakoloji,
gida, kozmetik, tip, biyomedikal, organik giibre yapimi ve hayvan gidasi da dahil olmak
iizere bircok alanda bu hidrolizatlar kullanilmaktadir (Chalamaiah ve ark., 2012).
Hidrolizatlar, tat artirici, renk koruyucu ve asidik diizenleyici olarak ayrica kivam
artirma, emiilsiyon olusturma ve su tutma gibi fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1
yapisal dayamiklilik saglamada, kalite kaybini 6nlemede, ila¢ kapsiilleri ve vitamin
irtinlerinde oksijen, karbondioksit gibi gazlar i¢in bariyer gorevi gormek ve 151gin
zararli  etkisinden  koruyarak  besinlerin raf Omrinii uzatmak amaciyla
kullanilabilmektedir (Tekle, 2022). Protein hidrolizatlari, protein ilavesi olarak, enerji
iceceklerinde azot gii¢lendirici olarak, yaslilik iiriinlerinde, sporcularin beslenmesinde
ve Kkilo-kontrolii diyetlerinde kullanilabilmektedir. Klinik olarak ise, fenilketoniiri
(PKL), hipoallerjenik bebek formiillerinde, akut ve kronik karaciger hastaliklarinda,
bagirsak sendromunda, atesli bagirsak hastaliginda, pankreasla ilgili hastaliklarda ve
kolon ve rektumun i¢ ceperinde (Ulserlere ve bagirsak tahrislerine neden olan
hastaliklarda kullanilir. Ayrica proteinler biyolojik olarak aktif peptitler {iireterek
hidrolize olabilmektedir. Dogrudan gida bileseni olarak kullanildiginda, protein
hidrolizatlar1 gidanin teknolojik olarak islenme 6zelliklerini ve biyolojik degerini de

etkilemektedir (Erol ve ark., 2017).

1.3. Balik Protein Hidrolizatlarimin Biyoaktif Ozellikleri

Biyoaktif peptid; biyolojik ve fizyolojik olumlu fonksiyonu olan, dogal olarak
bulunan ya da iiretilen gida kaynakli protein pargalaridir (Kog, 2016). Bu protein
pargalar1 bitkisel, hayvansal, bakteriyel ve fungal kaynakli olabilmektedir. Biyoaktif
peptitler, sindirim, hormon, kalp-damar, bagisiklik ve sinir sistemini etkilemekte olup,
bundan kaynakli {iretilen biyoaktif peptidlerin ¢ofu antihipertansif, antioksidan,
antitrombotik, antimikrobiyal, antikanser, probiyotik ve immin sistem dlzenleyicisi

olarak gesitli etkilere sahiptir (Kocazorbaz ve ark., 2020).



1.4. Bahk Hidrolizatlarin Antioksidan Ozellikleri

Sekonder metabolit olarak da adlandirilan antioksidan bilesikler, oksidan
molekiillerin asir1 miktarda Ttretilmesi durumunda organizmalarin dogal savunma
sistemleri devreye girerek canliyr bu durumdan kurtarmak i¢in antioksidan bilesikler
uretir. Antioksidanlar 6zellikle bulunduklari ortamdan baslaticilar1 veya radikal ara
maddeleri c¢ikararak oksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirirlar. Bdylelikle
oksidatif stresle baglantili hastaliklarla basa ¢ikmada ©Onemli rol oynarlar.
Antioksidanlar bu isleviyle insan saglhigini yonetebilen, hastaliklar1 Onleyebilen ve
tedavi edebilen dogal olarak tiretilmis biyoaktif bilesik olarak kullanilirlar. Diger 6nemli
rolii ise toksik bilesiklerin ve istenmeyen koku ve aromanin olusumunu engellemek igin
gidalarda olusan lipid oksidasyonunu 6nlemek ve gida iiriinlerinin raf dmriinii uzatmak
icin fonksiyonel bilesenler olarak kullanilmasidir (Garcia-Moreno ve ark., 2014).
Antioksidan bilesikler dogal (katalaz, bilirubin, E vitamini, flavonoid gibi) ve sentetik
(bitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA) gibi olarak
smiflandirilir. Dogal antioksidanlar; sentetik antioksidanlar toksisite gosterebilecegi,
yiiksek maliyet gerektirdigi, yan etkilerinin olmasi ve etkisinin az olmasindan dolay1
daha c¢ok tercih edilmektedir (Yavaser, 2011). Dogal antioksidanlar bitki ve
hayvanlardan elde edilmekte olup, bu amagla balik atik/artiklar1 da kullanilabilmektedir.
Bu amagla balik atik/artiklarindan iiretilen hidrolizatlardan elde edilen antioksidanlar
ilag, saglikli yiyecek, gida isleme ve muhafaza sanayisi i¢in sentetik antioksidanlarin
yerini almaktadir. Balikk hidrolizatlar in vivo ve in vitro olarak gicli antioksidan

aktivitesi gostermektedir (Babji ve ark., 2019).

1.5. Balik Hidrolizatlarin Antimikrobiyal Ozellikleri

Antimikrobiyal 6zellik gosteren peptidler, cogunlukla kisa zincirli katyonik
peptidler olarak bilinen ¢ok boyutlu 6zelliklere sahip ¢esitli biyolojik olarak aktif
molekiiller grubudur. Antimikrobiyal bilesikler; bakteriler (gram negatif ve gram
pozitif), funguslar veya viriisler gibi mikroorganizmalar1 6ldiiren ya da gelismesini
yavaslatan dolayisiyla gidalarin raf Omiirlerini uzatan molekillerdir. Antimikrobiyal
ilaclar, insanlarda veya hayvanlarda mikroorganizmalarm sebep oldugu hastaliklar
tedavi etmek ya da onlemek i¢in kullanilmakta olup, salginlarin ve pandeminin ortaya
¢ikistyla bu antimikrobiyal peptidlere duyulan ilgi her gegen giin artmaktadir. Ozellikle
bu bilesikler bircok hayvan tiiriiniin konak savunma sisteminin ilk hattinda 6nemli yer

tutmaktadir (Chandran ve ark., 2009). Antimikrobiyal bilesikler konak savunma



sisteminin ilk hattinda etki mekanizmalarini, niikleik asit ve bakteriyel hlcre geperi
olusumunu inhibe ederek ve otolitik enzim sistemini tesvik ederek gostermektedir
(Simgek ve Kilig, 2016). Bu mekanizmanin birincil en énemli adimi, antimikrobiyal
peptidlerin hedef hiicresel membranlar1 tanimasidir. Bu peptidlerin katyonik bir yuke
sahip olmalar1 ve hidrofobikligi sayesinde; anyonik lipitlerle, hedef hiicresel
membranda bulunan lipopolisakkarit ve teikoik asitler elektrostatik ¢ekimi kolaylastirir
(Akbal ve Oner, 2021). Antimikrobiyal peptidlerin biiyiik bir kisminin antikanserojenik,
mitojenik, bagisiklilk modiilatorii ve sinyal molekiilii olarakta etki gosterdigi
gorilmektedir (Pushpanathan ve ark., 2013). Dogal antimikrobiyal peptidler; bitki,
hayvan ve mikroorganizmalar gibi farkli kaynaklardan elde edilmektedir. Ozellikle
baliklardan elde edilen antimikrobiyal peptidler; antitiimor, konak savunma sistemi,
bagisiklik sistemi ve adjuvanlar gibi az bilinen 6zelliklere sahip oldugu ve karasal
ortamin aksine deniz ortami diisiik sicaklik, yliksek basing, tuzluluk gibi kati
parametrelere daha uyumlu oldugu igin balik antimikrobiyal peptidleri umut verici bir

potansiyel teskil etmektedir (Valero ve ark., 2020, Biiyilikkiraz ve Kesmen., 2022).

1.6. Balik Hidrolizatlarin Antihipertansif Ozellikleri

Yiiksek kan basinci, atardamar adi verilen kiigiik kan damarlarinin daralmasi
sonucu kanin damar duvarma daha fazla basing yapmasiyla olusur. Daralan damardan
kanin gegebilmesi i¢in kalp daha fazla ¢alisir ve genellikle kalp yetmezligi sorunu
ortaya ¢ikar. Yiiksek kan basinci kalp disinda bir¢ok organa da zarar vermektedir.
Kisacasi yiiksek tansiyon bir¢cok hastaligi beraberinde getirmektedir (Eroglu, 2016).
Gunimizde yiksek tansiyonunun tedavisinde anjiyotensin-doniistiiriicii enzim (ACE)
inhibitorleri, beta-blokoérleri ve kalsiyum kanali bloke edicileri gibi birgok ilag
bulunmaktadir. Fakat bu ilaclarin oldukca fazla yan etkileri olup hastanin yasam
kalitesini diisiirmektedir (Batibay, 2020). Bu yiizden dogal ila¢ ya da etken madde
iizerine yapilan caligmalar artmistir. Dogal olarak antihipertansif etkene sahip madde;
st ve sut GOrlnlerinden, soya, bezelye, mercimek gibi bitkisel proteinlerden, alglerden
ve balik atiklarindan elde edilmektedir. Balik atiklarindan elde edilen peptidler cok
farkl sekilde etkilesime girerken, ilaglar ACE’nin etkisine miidahale ederek ayrim
yapmaksizin ACE’yi bloke eder. Bu yiizden balik peptidleri daha cok tercih
edilmektedir (Ishak ve Sarbon, 2018).



1.7. Bahk Protein Hidrolizatlarinin Fonksiyonel Ozellikleri

Fonksiyonel ozellikler, gida sistemlerindeki proteinlerin isleme, depolama ve
tilketim sirasinda genel fizikokimyasal 6zellikleri olarak tanimlanir. Bu 6zellikler aym
zamanda besinin niteligini ve duyusal 6zelliklerinide sekillendirir (Kinsella, 1981). Bir
proteinin fonksiyonel 6zelliklerini; bigim, boyut, aminoasit yapis1 ve dizisi, net yiiklerin
dagilimi, proteinin ikincil, ti¢linciil ve dordiinciil yapilari, pH, sicaklik, nem, enzim ve

kimyasal katki maddeleri etkiler (Massoud ve ark., 2017).

1.8. Cozunarluk

Coziiniirlik gida sanayisini ve emiilsiyon, kopiirme gibi fonksiyonel 6zellikleri
etkiledigi icin protein ve proteinden elde edilen hidrolizatin islevselliginde 6nemli bir
role sahiptir. Hidrolizatin ¢oziiniirliiglinii etkileyen ana etmenler hidrofobik ve iyonik
etkilesimdir. Hidrofobik etkilesimler protein-protein interaksiyonunu tetikler ve
¢oziiniirliigiin azalmasina sebep olur. Iyonik etkilesimler ise protein-su interaksiyonunu
tetikler ve c¢oziinilirliigiin artmasmna sebep olur (Kristinsson ve Rasco, 2000b).
Hidrolizatlarim artan ¢Ozlniirliigli, parcalanmamis proteine kiyasla daha kiiclik
molekiiler boyutlarda olmasindan ve hidrofobikligi artiran aminoasitlerin yeni salinan

iyonize edilebilir amin ve karboksil gruplarindan kaynaklanmaktadir ( Tekle, 2022).

1.9. Emulsiyon Ozellikleri

Emiilsiyon, yag ve su gibi birbirine karismayan iki sivinin termodinamik olarak
dayanikli olmayan karisimi olarak ifade edilebilir (Okutan ve Boran, 2023). Proteinlerin
emiilsiyon 6zellikleri i¢in emiilsiyon kapasitesi, stabilitesi ve aktivitesi ele alinmaktadir.
Emalsiyon kapasitesi, protein ¢ozeltisinin ya da slspansiyonunun yagi emiilsifiye etme
yetenegidir ve birim proteinin 0zel kosullarda faz in versiyonu gergeklesmeden
baglayabilecegi yag miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Emiilsiyon stabilitesi; bir
emiilsiyonun zaman igerisinde meydana gelebilecek olan, damlaciklarda tabaka
olusumu veya damlalarm birlesme esnasinda sekillenmesi gibi degisikliklerle bulaniklik
olusturmadan direnme kapasitesidir. Emiilsiyon aktivitesi ise; proteinin emiilsiyon
olusturmaya katkida bulunabilme yetenegidir (Ozcan ve Delikanli, 2011). Balik protein
hidrolizatlarinin emiilsifikasyon 6zelligi, dogrudan proteinin yag-su ara ylzeyindeki
adsorbisyonu ile baglantili olup, besindeki hidrofilik ve hidrofobik bilesenler arasindaki
bu ara yiizey geriliminin etkin bir sekilde azaltilma kapasitesi olarak ifade edilebilir

(Garcia-Moreno ve ark., 2017). Sistemin temeli, homojenizasyon sirasinda olusan yag



damlaciginin yiizeyine tutunan peptidlerin koruyucu bir film olusturarak onlarin
birbirleriyle etkilesimlerini engelleyerek bariyer etkisi gostermesi ve dayanikliligi

saglamasidir (Kog, 2016).

1.10. Kopuik Olusturma Ozellikleri

Kopiik, sivi veya katidan meydana gelen siirekli fazin hava damlaciklarini
cevrelemesi ile olusan yapidir (Yavuz ve Ozgelik, 2016). Su molekiilleri nispeten polar
olmayan hava ile temasa zorlandiginda daha diizenli olma egilimindedirler ve bu da
yliksek bir ylizey gerilimi ve yiiksek bir yiizey enerjisi ile sonuglanir. Hidrolize
proteinler su-hava ara yiizeyindeki olusan bu gerilimi diisiirerek kopiik olusumunu
saglarlar. Proteinlerin hava kabarcigi ylizeyine tutulmasiyla kismi denatiire olmus
proteinler bir tabaka olusturur boylece hava kabarciklarinin bir araya gelmesi engellenir
ve kopiik yapisi korunur. Proteinlerin kopilik olusturma o6zellikleri incelenirken kopiik
kapasitesi ve kopiigiin stabilitesi en fazla kullanilan parametrelerdendir (Fligner ve

Mangino, 1991).

1.11. Yag Baglama Ozellikleri

Yag baglama kapasitesi, proteinlerin gida iiretim sistemindeki O6nemli bir
fonksiyonel 6zelliklerinden biridir ve bir proteinin yagi tutabilme yetenegini, ayrica onu
proteinin matrisinde yer¢ekimi kuv ve tine karst koruyabilme becerisini ifade
etmektedir (Tekle, 2022). Yagi tutabilme mekanizmasi ¢ogunlukla yagin fiziksel
sikismasina bagli oldugu icin kiitle yogunluguna, ayrica hidroliz derecesine, enzim ve
Subsratin 6zgiilligline baghdir (Sathivel ve ark., 2004). Yag baglama kapasitesi, ¢esitli
gidalarda onem arz eden tat 6zelligini etkiledigi icin et ve sekerleme endiistrilerinde

onemlidir (Sathivel ve ark., 2005).

1.12. Amag

Tez calismamizda, istilact bir tiir olan Giimiis baligindan (Atherina boyeri)
biyoaktif oOzelliklere sahip protein hidrolizatlar1 {iretilmis ve bu hidrolizatlarin
fizikokimyasal (protein igerigi, zeta potansiyeli, FTIR analizi ve aktif-SH icerigi.),
teknolojik (¢ozunurlik, emulsiyon kapasitesi, koplk olusturma, yag baglama kapasitesi)
ve biyoaktif (antioksidan ve antimikrobiyal) 6zellikleri detayli olarak incelenmistir.
Yapilan literatlir taramalarinda; gerek Tiirkiye’de, gerekse uluslararasi alanda istilaci

balik turlerinden hidrolizat tretimine yonelik kapsamli bir ¢alismaya rastlanmamustir.



Bu kapsamda, farkli iklim ve ¢evresel kosullara sahip iki farkli lokasyondan — Kayseri
Yamula ve Kirsehir Hirfanli Baraj Gollerinden — temin edilen glimiis baliklar, ti¢ farkl
enzim (alkalaz, flavourzyme ve bromelain) kullanilarak hidrolize edilmistir. Bdylece
hem istilaci tiirlerin degerlendirilmesi hem de siirdiiriilebilir biyoaktif madde {iretimi
acisindan g¢evresel ve endiistriyel katki saglayabilecek potansiyel bir kaynak olarak

degerlendirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Quaglia ve Orban (1990) tarafindan yapilan ¢aligmada alkalaz enzimi
kullanilarak sardalyadan (Sardina pilchardus) protein hidrolizat1 iiretilmistir. Uretilen
hidrolizatin yiizey hidrofobikligi, molekiiler agirligi ve emilsifiye edici Ozellikleri
arastirilmigtir. Sonuglar dogrultusunda hidroliz derecesi diisiik olan hidrolizatlarin daha
yiiksek emiilsifiye aktivitesi ve yiizey hidrofobikligi gosterdigi bildirilmistir.

Klompong ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir alkalaz ve flavourzyme
kullanarak Selaroides leptolepis (Yellowstripe scad) baligmin etinden iirettigi protein
hidrolizatin antioksidan aktivitesini ve fonksiyonel ozellikleri arastirilmistir. Hidroliz
derecesi arttik¢a antioksidan aktivitesinin azaldigini, kullanilan her iki enzimde hidroliz
derecesinin artmasi ile metal selatlama aktivitesinin yiikseldigi (P<0.05) fakat
emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesinin, koOpiirme aktivite ve stabilitesinin azaldig1
(P<0.05) bildirilmistir.

Souissi ve ark. (2007) yilinda Sardinella (Sardinella aurita) baligindan alkalaz
enzimi kullamilarak %6.62, %9.31 ve %10.16 hidroliz derecelerine sahip hidrolizat
iretilmistir. Hidroliz derecesi arttikca, emiilsiyon kapasitesinde azalma; buna karsilik
¢oziiniirliikte artis gozlenmistir. Ozellikle, %10.16'ik bir hidroliz derecesinde %100
cOziinlirliige ulasildigr belirlenmistir. Antioksidan aktivitesi ise %6.62 hidroliz
derecesinde %51, %9.31 hidroliz derecesinde %55.46 ve %10.16 hidroliz derecesinde
%59 olarak tespit edilmistir.

Bhaskar ve Mahendrakar (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Hint tath su biyik
sazanindan (Catla catla) notr proteaz kullanilarak protein hidrolizati elde edilmistir.
Elde edilen hidrolizatin hidroliz derecesinin %48 {izerinde oldugunu bildirilmistir.

Geirsdottir ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, derinsu mezgitinden
(Micromesistius poutassou) alkalaz enzimi kullanilarak Uretilen hidrolizatin fonksiyonel
ve biyokimyasal 6zellikleri analiz edilmistir. Hidrolizatin farkli hidroliz derecelerinde
(%2.5, %5, %10 ve %15) kimyasal bilesimi, ¢oziiniirligii, yag baglama kapasitesi ve
emiilsiyon aktivite indeksi 6nemli derecede farkliyken (P<0.05); emilsiyon stabilite
indeksindeki bu farkliligin 6nemli olmad: tespit edilmistir (P>0.05). Ayrica hidroliz
derecesi arttik¢a protein ¢oziiniirliigiiniin arttigin bildirilmistir.

Amiza ve ark. (2012) yilinda Cobia (Rachycentron canadum) baligindan alkalaz
enzimi kullanilarak hidrolizat iiretimi gergeklestirilmistir. Elde edilen hidrolizatin 3

farkli hidroliz derecesinde (%53, %71 ve %96) fizikokimyasal 6zelliklerinin analizi
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gerceklestirilmistir. Hidroliz derecesi en diisik olan HD53 6rneginde kopiirme
kapasitesi en yiiksek degerde (%122.7), hidroliz derecesi en yiiksek olan HD96
orneginde ise en diisiik kopiirme kapasitesi (%117) tespit edilmistir. Ayrica HD53
ornegi en agik ve en az sarimsi rengi ve rirken, HD96 6rnegi en koyu ve en sarimsi
rengi ve rmistir.

Tanuja ve ark. (2012) yilinda ¢izgili yaym baligindan (Pangasiamodon
hypophtlamus) bromelain kullanilarak hidrolizat elde edilmistir. Hidrolizatin
fonksiyonel ozelliklerinin ve antioksidan aktivitesinin analizi yapilmustir. Uretilen
hidrolizat neredeyse %90 radikal stipirme kapasitesi sergilemistir. Ayn1 zamanda kopuik
kapasitesi %17.33, emulsiyon kapasitesi 85.41 ml yag/200 mg hidrolizat, ¢oziiniirligii
%64.92 ve yag baglama kapasitesi 1.35 ml yag/ mg hidrolizat olarak tespit edilmistir.

Shamloo ve ark. (2012) yilinda kirmizi tilapia (Oreochromis niloticus)
baligindan alkalaz ve flavourzyme enzimi kullanilarak protein hidrolizat1 elde
edilmistir. Elde edilen hidrolizatin biyokimyasal 6zellikleri analiz edilmistir. Alkalaz
kullanilarak iiretilen hidrolizatin hidroliz derecesi %20.1 iken flavourzyme kullanilarak
tiretilen hidrolizatin hidroliz derecesi %11.3 olarak tespit edilmis olup, iki enzim
arasinda onemli fark goriilmiistiir (P<0.05). Ayrica alkalaz ile elde edilen hidrolizatin
onemli 6l¢iide DPPH aktivitesi gosterdigi saptanmistir (P<0.05).

Elavarasan ve ark. (2014) yilinda Su sazani (Catla catla) baligindan alkalaz,
bromelain ve flavourzyme enzimi kullanilarak protein hidrolizati iiretilmistir. Uretilen
hidrolizatlarin hidroliz dereceleri, alkalaz i¢in %6.70, bromelain i¢in %10.62 ve
flavourzyme icin %7.80 olarak belirlenmistir. Hidrolizat ve rimleri ise sirasiyla %6.60,
%8.76 ve %S5.44 olarak tespit edilmistir. Ayrica, serbest radikal siipiiriicii kapasite
acisindan en yiiksek aktivite bromelain enzimiyle elde edilirken, bunu flavourzyme ve
en diisiik degerle alkalaz takip etmistir. EAI degeri alkalaz 5.16 m?/g, bromelain 12.57
m?/g ve flavourzyme 18.28 m?/g degerinde tespit edilmis olup enzimler arasinda dnemli
bir farklilik gézlenmistir. Flavourzyme ve bromelain enzimlerinin kopirme kapasiteleri,
alkalaza gore daha yiiksek bulunmustur.

Jiang ve ark. (2014) yilinda Giimiis sazan1 (Hypophthalmichthys molitrix)
baligindan flavourzyme enzimi kullanilarak protein hidrolizat1 elde edilmistir. Elde
edilen hidrolizatin aminoasit komposizyonu Aspartat, Glutamat, Lizin yogun olmak
tzere Serin, Glisin, Histidin, Arjinin, Treonin, Alanin, Prolin, Tirozin, Valin,
Metiyonin, Sistein, Izoldsin, Lésin ve Fenilalanin seklinde ifade edilmistir. Ayrica

uretilen hidrolizatin antimikrobiyal aktivitesini analiz etmek igin Staphylococcus aureus
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ve Escherichia coli bakterileri kullanilmigtir. Kullanilan iki bakteriye karsi da
antimikrobiyal aktivite sergilemistir.

Thuy ve ark. (2015) Asya kedi baligindan (Pangasius hipophthalmus) enzimatik
hidroliz yontemi ile elde edilen hidrolizatin hidroliz siiresi, kdpilirme ve emiilsifiye edici
Ozelligini arastirmiglardir. Hidroliz derecesinin, hidroliz sirasinda siire ile dogrusal
arttigini tespit etmistir. 150 dakikalik hidroliz siirecinde; 75. dakikada emiilsifiye
aktivitesinin maksimum degerde oldugunu, 75. dakikadan sonra ise bu degerin
azaldigin1 ayrica hidroliz derecesinin en yiiksek degerde (%26.51) oldugu anda
emiilsifiye aktivitesinin en diisiik oldugu tespit edilmistir. Kopilirme yeteneginin ise 90
dakikalik hidroliz siiresinde maksimum degere ulastigi (%94.59), 90-150 dakika
araliginda hidroliz derecesinin artarken, kopiik yeteneginin %94.59’dan %39.02’ye
diistiigii tespit edilmistir.

Yathisha ve ark. (2021) yilinda Serit baliginin (Lepturacanthus savala) kas ve
organ atiklarindan ii¢ farkli enzim (alkalaz, flavourzyme, papain) kullanilarak protein
hidrolizat1 Uretilmistir. Kas ve organ atiklarindan elde edilen hidrolizatlarin ACE
inhibitor aktiviteleri, alkalaz ile swrasiyla %71.38 ve %76.41; flavourzyme ile % 49.38
ve %45.38; papain ile ise %51.99 ve %53.38 olarak belirlenmistir. ACE inhibitor
aktivitesini en yiksek alkalaz gostermis olup DPPH radikal temizleme aktivitesini de
benzer sekilde en yliksek alkalaz enzimi gostermistir.

Hasani ve ark. (2022) Hint uskumru (Rastrelliger kanagurta) baligindan alkalaz
ve flavourzyme kullanilarak hidrolizat dretilmis ve biyoaktif 6zellikleri analiz
edilmistir. Uretilen hidrolizatin DPPH radikal siipiirme aktivitesinin, hidroliz siiresinin
artmastyla birlikte yiikseldigi gozlemlenmistir. Alkalaz ile elde edilen hidrolizatin
DPPH aktivitesi %90.42 olarak belirlenmis ve flavourzyme ile elde edilen hidrolizattan
daha yiiksek bulunmustur. Ayni zamanda ferrik iyonlarin indirgeyici giiciiniin de
hidroliz siiresinin artmasiyla arttig1 gézlenmis ve hidrolizatin antioksidan aktivitesinin
alkalaz ile en yiiksek degere ulastig1 (0.37 umol Fr/g) tespit edilmistir.

Alahmad ve ark. (2023) yilinda biiyilk kafali sazan baligindan
(Hypophthalmichthys nobilis) flavourzyme enzimi kullanilarak protein hidrolizati elde
edilmistir. Elde edilen hidrolizatin, 1,3 ve 6 saatlik hidroliz siirecinde hidroliz
derecesinin swrasiyla %16.56, %?22.23 ve %?25.48 olarak arttig1 gosterilmistir.
Hidrolizatin FTIR analizi; hidroliz derecesi %16.56 iken 1521 cm™' (amide 1), 1457
cm™! (amide I1) ve 1392 cm™! (amide III) degerleri, hidroliz derecesi %22.23 iken 575

cm! (amide 1), 1455 cm™! (amide 11) ve 1393 cm™! (amide I11) degerleri ve hidroliz
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derecesi %25.48 iken 1575 cm™! (amide 1), 1457 cm™! (amide I1) ve 1394 cm™! (amide
IIT) degerleri tespit edilmistir. Caligmada bu degerlerin 6nemli derecede dalga boyu ile
gosterildigi gibi proteinin sekonder yapisini etkiledigi bildirilmistir.

Kvangarsnes ve ark. (2023) yilinda Gokkusagi alabaligidan (Oncorhyncus
mykiss) bromelain kullanilarak hidrolizat elde edilmistir. Hidrolizatin fizikokimyasal ve
fonksiyonel &zellikleri calisilmustir. Uretilen hidrolizatin hidroliz derecesi %17.24
olarak tespit edilmistir. Ayrica hidrolizatin rengi L* parlaklik degeri 90.60, a* (kirmizi-
yesil) degeri -0.43 ve b* (sari-mavi) degeri 13.47 olarak saptanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Enzimler

Arastirmada enzim olarak, daha Once basarili sonuglar elde edildigi ¢esitli
calismalarla tespit edilmis olan alkalaz (=0.75 Anson units/mL), bromelain (>3 units/mg
protein) ve flavourzyme (500-1000 LAPU/g) enzimleri kullanilmistir (Blanco ve ark.,
2017). Alkalaz Bacillus lincheniformis bakterisinden Uretilen serin endopeptidaz,
bromelain Ananas comosus bitkisinden dretilen sistein proteaz ve flavourzyme
Aspergillus Oryzae mantarindan elde edilen yiiksek oranda ekzopeptidaz olup
endopeptidaz 6zellikte bir enzimdir (Masniar ve ark., 2016; Nadzri ve ark., 2021;
Nilsang ve ark., 2005). Bu enzimlerden alcalase ve bromelain Sigma-Aldrich,

flavourzyme ise Novozymes firmalarindan satin alinmistir.

3.1.2. Ham Madde

Sekil 3.1 ve 3.2°de gorseli verilen Yamula ve Hirfanli Baraj Golleri’nde yasayan
ve istilact bir tiir 6zelliginde olan Giimiis Baligr’nin (Atherina boyeri) temini, avlanma
yontemiyle elde eden firmalardan saglanmustir.

Hirfanli Baraj Golii, Kirsehir ili simirlart igerisinde Kizilirmak nehri tizerinde
bulunmakta olup; 1953 yilinda insaatina baslanmistir. Baraj isletmeye 1959 yilinda
acilmistir. Elektrik enerjisi, taskin kontroliinii saglamak vb. Hirfanli Baraj Baraj
Goli’nlin kurulum amaglaridan birkagini olusturur (Saylar ve ark., 2014).

Yamula Baraji ve Hidroelektrik Santrali (HES) ise Kayseri'nin Kocasinan ilgesi
Yemliha mevkiinde, Kizilirmak Uzerindedir. Ayen Enerji bagli ortagi olan Kayseri
Elektrik Uretim San. ve Tic. A.S. tarafindan isletilen santral 100 MWe kurulu giicii ile

Kayseri'nin en blylk; Turkiye'nin ise 154. enerji santralidir (Kiligaslan ve ark., 2008).
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Bulgaristan
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Sekil 3.1. Yamula Baraj Golii Sekil 3.2. Hirfanli Baraj Gol

Glimiis baliklar1 Mart, Nisan ve Mayis aylarinda arastirma i¢in temin edilmistir.
Soguk zincirde laboratuvara ulastirilan Glimiis baliklarinin i¢ organlar1 pens yardimi ile
temizlenmigstir. Temizlenen baliklar (Sekil 3.3) kaba kirleticilerden armdirilmak
amaciyla yikanmis, siiziilmiis ve her biri 500 g olacak sekilde paketlenip

dondurulmustur. Hidrolizat tiretimi i¢in baliklar, 24 saat buzdolabinda (+4°C) tutularak

¢Ozlindirilmistiir.

Sekil 3.3. Istilac tiir giimiis balig1 ve i¢ organlarmnin uzaklastiriimas:
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3.2. Metot
3.2.1. Giimiis baliklarindan protein hidrolizat1 ve biyoaktif peptid tUretimi

Kiyma makinesinde 6giitiilen baliklar, 1:3 (agirlik/hacim) kat1 kisim/stvi kisim
orantyla distile su ile karigtirilmistir. Enzimlerin optimum pH ve sicaklik degerleri,
enzim {Ureticilerinin spesifikasyonlar1 ve literatiirdeki caligmalar dikkate almarak
alcalase enzimi i¢cin pH 8.0’¢ (60°C), bromelain enzimi i¢in pH 7.0’ye (50°C),
flavourzyme icin pH 7.0’ye (50°C) 1 M NaOH ya da HCI ile ayarlanmistir. On
denemelerde belirlenen protein icerigi dikkate almarak %1 enzim katilarak hidroliz
islemi baglatilmistir. Benzer sekilde 6n denemeler sonucunda belirlenen ve hidroliz
derecesinde Onemli diizeyde degisikligin olmamasi nedeniyle 3 saatlik enzimatik
hidroliz islemi uygulanmistir. Sonrasinda kaba filtre ile biiyiik atiklar uzaklastirilmis ve
santrifijleme (15.000x g’ de 20 dk) islemi gergeklestirilmistir. Enzim inaktivasyonu
icin 90°C” de 20 dakika siireyle 1s1l islem uygulanmis ve hidrolizat liyofilize edilerek
kuru toz halinde depolanmustir (Sekil 3.4 ve 3.5) (Valcarcel ve ark., 2020).
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Sekil 3.4. Baliktan protein hidrolizat Gretimi akis diyagrami (Valcarcel ve ark., 2020)
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Sekil 3.5. Giimiis balig1 hidrolizatlarinin toz hali (a:HGalc, b:HGbro, c:HGfla, d:Y Galc,
e:YGbro ve f:YGfla)

HGalc: Hirfanlt Baraj Gélii giimiis baligr alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanl1 Baraj Gélii giimiis baligt bromelain enzimi ile elde edilen
hidrolizat, HGfla: Hirfanli Baraj Golii giimiis baligi flavourzyme enzimi ile elde edilen hidrolizat. YGalc: Yamula Baraj Golii giimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde

edilen hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj Golii giimiis balig1 bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGfla: Yamula Baraj Go6lii giimiis baligi flavourzyme ile
elde edilen hidrolizat

19



3.2.2. Hidroliz derecesi tespiti (%0)

Hidroliz derecesinin belirlenmesinde pH stat metodu kullanilmigtir (Adler-
Nissen, 1986). pH stat yontemi, reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan veya tiiketilen hidrojen
iyonlar1 nedeni ile degisen pH degeri sabit tutmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu
yontem ile hidroliz derecesi, hidroliz reaksiyonu sirasinda serbest hale gegen protonlarin
ototitrasyonu esnasinda ortama ila ve edilen baz miktar1 Slgiilerek belirlenmistir.
Hidroliz derecesi, parcalanan peptid baglarmin (h) birim agirlik basma toplam bag
sayisina (hiot) orani olarak tanimlanir. Hidroliz derecelerinin hesaplanmasinda asagidaki
esitlik kullanilmistir.

Hidroliz Derecesi (%) = (hx100) / hot = (BXNbx100) /(axMpXhtot) (3.1)

B: Baz Miktar1
Nb: Baz Normalitesi

a: a-NH2 gruplarinm ortalama ayrilma sabiti
Mp: Protein miktari (g)
htot.: Toplam peptid baglar1 (meqv/g protein)

3.2.3. Protein ¢oziiniirliigii

Balik hidrolizatin protein ¢oziiniirligii, American Oil Chemists Society
tarafindan bildirildigi sekilde belirlenmistir (Firestone, 1989). Hidrolizatlar saf su
icerisinde ¢ozdiriilmiis; ¢cozeltilerin pH’s1, siirekli karistirilarak 45 dakika boyunca 0.5
N NaOH ve ya 0.5 N HCl ile 3, 5, 7 ve 9’a ayarlanmistir. Cozeltiler daha sonra 2.800x
g’ de 30 dakika boyunca santrifuj (Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Almanya) edilmistir. 15 mL slipernatan i¢cindeki N icerigi, Kjeldahl yontemine gore
belirlenmistir.

Protein ¢oziiniirligii (%) = Slpernatan protein igerigi/ toplam protein igerigi (3.2)

3.2.4. Emulsiyon 6zellikleri

Balik hidrolizatlarinin emiilsiyon olusturma 6zelligi olarak emiilsiyon aktivite
indeksi (EAI) ve emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) belirlenmistir. 90 mg numuneye 9
mL PBS sivist konulmus ve karistict yardimiyla yiiksek hizda karistirilarak homojenize
edilmistir. Sonrasinda 3 mL ayg¢igek yagi eklenmistir. Numuneler 18.000 g’de 1 dakika
stireyle homojenize edilmistir. Homojenizasyondan sonra 0 ve 10. dakika sonunda
karigimdan alinan 50 pL emulsiyon, %0.1 (w/v) dedosil stlfat sodyum tuzu (SDS) ile 5
mL’ ye seyreltilmistir. Seyreltilen soliisyonlarin absorbansi spektrofotometre ile 500 nm

dalga boyunda okunmustur. EAl ve ESI degerlerinin hesaplanmasi i¢in okunan
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absorbanslar (Ao ve Aio), asagidaki esitliklerde kullanilmistir (Zamorano-Apodacave
ark., 2020).
EAI (m?/g) = (2x2,303x100xA) / (cx0,25x10.000)
ESI (dk) = (Aox10) / (Ao- A1) (3.3)
A =500 nm dalga boyundaki absorbans
c = protein konsantrasyonu (g/mL)
3.2.5. Kopuk olusturma kapasitesi ve stabilitesi

Kopuk kapasitesi ve kopuk stabilitesi, Zamorano-Apodaca ve ark. (2020)’ nin
kullandig1 yontemde kiglk degisiklik yapilarak belirlenmistir. Saf su ile hazirlanan
%0.5 w/v hidrolizat ¢ozeltisinden 10 mL alinmis ve homojenizatéor (VELP OVS5
Homogenizer, Italya) cihazi kullanilarak 14.000 X g’ de oda sicakhiginda 1 dakika
stireyle homojenize edilmistir. Toplam kopiik hacmi, homojenizasyon sonucunda 0. ve
10 dakika sonra Ol¢iilmiistiir. K&piik kapasitesi, 0. dakikada olusan kopiik genlesmesini
ifade ederken, kopiik stabilitesi 10. dakikada olusan kopiik genlesmesini ifade etmistir.
Kopiik genlesmesi asagidaki esitlikle hesaplanmistir (Zamorano-Apodaca ve ark.,
2020).
Kopuk genlesmesi (%) = [(A- B) /B]x100 (3.4)
A: Farkli zamanlardaki hacim (mL)
B: Homojenizasyondan énceki hacim (mL)
3.2.6. Yag baglama kapasitesi

Balik hidrolizatlarinin yag baglama kapasitesi, Kraoud ve ark. (2019) tarafindan
belirtilen yontemde degisiklik yapilarak belirlenmistir. Daras1 alinan santrifiij tiiplerine
50 mg numune koyulmus ve tartilmistir. Uzerine 1.5 ml aycigek yag1 eklenmis ve oda
sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Karigimlar, vorteksle (Velp ZX3 Vortex Mixer, Italya)
her 15 dakika da bir 5 sn karigtirilmistir. Sonrasinda 5000 g’ de 15 dk santriflij (Andreas
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Almanya) edilmis ve yag fazi uzaklastirilmistir.
Kontrol grubu i¢in bos bir santrifiij tiipiine 6rnek koymadan sadece yag eklenmistir.

Yag baglama kapasitesi, mL yag/g protein olarak ifade edilmigtir.

3.2.7. Zetapotansiyel

Zeta Potansiyel: Giimiis baligi hidrolizatlarmin %10’ luk ¢ozeltisi saf su ile
hazirlanmistir. Tam olarak ¢éziinme i¢in numuneler, 45°C” de 30 dakika su banyosunda
(Memmert WNB45, Schwabach, Almanya) bekletilmistir. 25 pL numune, 2 mL PBS
(0.01 M ve pH 7.4) ile karistirilarak Zetasizer Nano ZSP (Malvern, ingiltere) cihazi ile
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Olctim yapilmistir. Zeta potansiyal degerleri, en az her birinden 3 dl¢tim igeren pH 3, 5,

7 ve 9° daki degerler ortalama olarak elde edilmistir (Tkaczewska ve ark., 2020).

3.2.8. Aktif-SH icerigi belirleme

Aktif stlfhidril (SH) icerigi, Gong ve ark. (2016) tarafindan agiklanan yonteme
gore DTNB (5,5°-Ditiobis- (2-nitrobenzoik asit)) kullanilarak belirlenmistir.
Baslangigta, 8 M iire iceren 30 mL Tris-glisin tamponuna (0.086 M Tris, 0.09 M glisin,
4 mM EDTA, pH 8.0) 180 mg protein ila ve edilmis ve oda sicakliginda 30 dakika
karistirilmistir. Daha sonra ¢ozelti, 10 dakika boyunca 10.000 g’ de santrifiijlenmistir
(Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Almanya). Siipernatant toplanip, aktif
stilthidril gruplarinin icerigini 6lgmek icin 160 uLL. DTNB’ye (ayn1 tamponda 4 mg/mL)
4 mL seyreltilmis siipernatant ila ve edilmis ve 15 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Karisimin absorbansi, spektrofotometre kullanilarak 412 nm’de okunmustur. Reaktif
(tampon + DTNB), kontrol olarak kullanilarak aktif siilthidril gruplarmin icerigi

asagidaki igerige gore hesaplanmustir.

Aktif SH gruplar1 (umol/g) = (73.53*412 nm’deki absorbans) / Ornek konsantrasyonu
(mg/mL) (3.5)

3.2.9. Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi ile analiz

Balik protein hidrolizatlarinin amid I, II, III, A ve B gibi yapisal 6zellikleri ve
fonksiyonel gruplari, Cebi ve ark. (2016) tarafindan tarif edilen metot izlenerek Fourier
Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. Giimiis balig1
hidrolizatlarinin %10’luk ¢ozeltisi saf su ile hazirlanmistir. Homojenizasyonun tam
olarak gerceklesmesi igin cozeltiler, 45°C’de 30 dakika su banyosunda (Memmert
WNB45, Schwabach, Germany) bekletilmistir. Cozeltilerin ATR-FTIR sepktrumlari, 4
cm? ¢ozuniurlik dizeyinde ve her spektrumda 16 tarama olacak sekilde okuma
yapilmistir (Bruker Tensor 27 FTIR spektrometre, Ettlingen, Almanya). Spektrumlarin
kayd1 4000-600 cm™ orta kizildtesi bolgede gergeklestirilmistir. Her numune igin ayni
kosullarda 6l¢limii yapilan {i¢ spektrumun ortalamasi alinmistir. Her ol¢iim Oncesi,

kristal ylizeyi saf su ve %100 saf etil alkol ile temizlenmistir.

22



3.2.10. Renk 6zelliklerinin belirlenmesi
Hidrolizatlarin rengi, Chroma meter CR-400 (Konica Minolta) cihazi
kullanilarak Filik ve ark. (2019) metoduna gore belirlenmistir. L*-parlaklik, a* (kirmizi-

yesil) ve b* (sari-mavi) parametreleri tespit edilmistir ( Filik ve ark., 2018).

3.2.11. Antioksidan kapasitesi belirleme

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) yontemi: saf su ile hazirlanan (0.75, 1.5
ve 7.5 mg/mL) hidrolizat solisyonlardan 1.5 mL alinarak izerine etanolde hazirlanan
0.2 mM DPPH c¢o6zeltisinden 1.5 mL eklenmistir. Karigim vorteksle (velp ZX3 Vortex
Mixer, Usmate (MB), Italy) yiiksek hizda 1yice karistirilmistir. Soliisyon, oda
sicakliginda 20 dakika siireyle karanlikta bekletilmistir. Kontrol numunelerinde
soliisyon yerine saf su kullanilmistir. Absorbans, spektrofotometreyle (Shimadzu UV -
1800, Tokyo, Japan) 517 nm dalga boyunda okunmustur. Diisiik absorbans degeri,
yuksek radikal supurme aktivitesi gosterdigini isaret etmektedir. DPPH radikal siipiirme

aktivitesi asagidaki esitlikle hesaplanmistir (Dara ve ark., 2020).
DPPH aktivitesi (%) = [1-Abstrnek/ Abskontrol]x100 (3.7)

3.2.12. Antimikrobiyal 6zelliklerin belirlenmesi

Gilimiis balig1 liyofilize hidrolizatlari, 1:1, 1:2 ve 1:4 oraninda [mg/uL] steril saf
su ile ¢oziindirilmiistiir. Daha sonra bir gece boyunca Bacillus cereus BC 6830,
Salmonella typhimurium RSSK 95091, Escherichia coli ATCC 25922 ve
Staphylococcus aureus ATC 25923 patojen mikroorganizmalari, dokme sicakligina
getirilen Nutrient agar ortamina %1 oraninda inokiile edilmis ve agar kuyucuk metodu
uygulanarak agarlarda tcer adet kuyucuk agilmustir. A¢ilan kuyucuklara farkli hidrolizat
cozeltilerinden 60 pL ilave edilmis ve kontrol grubu olarak steril saf su kullanilmustir.
18 saatlik inkiibasyondan sonra olusan zonlar 6l¢iilmiis ve sonuglar cm cinsinden ifade

edilmistir (Vidal ve ark., 2019).
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3.2.13 Istatistiksel analiz
Sonuglar, her analiz i¢in ortalama veya ortalama + standart sapma olarak ifade
edilecektir. Varyans analizi, ortalamalarin karsilastirilmasinda Duncan ¢oklu

karsilastirma ve frekans verileri i¢in ki kare analizi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hidroliz verimi

Calismamizda Hirfanli ve Yamula Baraj Goli Giimiis baligindan alkalaz,
bromelain ve flavourzyme enzimi kullanilarak elde edilen hidrolizatlarin verimi Tablo
4.1°de verilmistir. Hidroliz veriminde enzim tiirii ve lokasyon ag¢isindan istatiksel
onemli farklilik gézlenmemistir (P> 0.05). Catla catla tizerine yapilan bir calismada da
benzer sekilde alkalaz enzimi hidrolizat veriminin (%6.60) flavourzyme enzimine

(%5.44) gore daha yliksek oldugu tespit edilmistir (Elavarasan ve ark., 2014).

Tablo 4.1. Giimiis balig1 hidrolizatlarmm hidroliz verimi

Hidroliz verimi (%)

Enzim Cesidi HG Giimiis bahg hidrolizati YG Giimiis bahg hidrolizat P
Alkalaz 9.90 11.23 0.827
Bromelain 9.59 10.11 0.998
Flavourzyme 6.84 7.52 0.796
P 0.717 0.786

HG: Hirfanl Baraj Golii YG: Yamula Baraj Golii P: Onem Diizeyi

4.2. Hidroliz Derecesi

Hidroliz derecesi (HD), proteolizi izlemek ve enzimatik hidroliz sonucunda elde
edilen peptid baglarmin oranini belirlemek i¢in kullanilan bir parametredir (Rutherfurd,
2010). Sicaklik, pH degeri, zaman, uygun enzim ve bu enzimin konsantrasyonu gibi
parametreler hidroliz derecesini énemli derecede etkilemektedir (Hajfathalian ve ark.,
2018). Giimiis baligidan elde edilen protein hidrolizatlarin hidroliz dereceleri Sekil
4.1°de verilmistir. Alcalaz, bromelain ve flavouzyme enzimleri kullanilarak 180
dakikalik hidroliz islemi sonucunda sirasiyla HGalc, HGbro, HGfla, YGalc, YGbro ve
YGfla numunelerinin hidroliz dereceleri %10.90, %11.60, %7.61, %9.74, %11.04 ve
%06.66 olarak tespit edilmistir. Hidroliz derecesi hidroliz siiresi arttik¢a artmakta olup,
bu stirecte ilk 60 dakikada hidroliz artis1 hizli oldugu sonrasinda ise bu hizin azaldig:
gozlemlenmistir. Zamanla hidroliz hizindaki bu azalma, enzimin etki mekanizmasi olan
subsrat miktarinin azalmasi, hidroliz iiriinlerinin zamanla birikmesi ve belirli reaksiyon
stiresinden sonra dengenin olusmasi ile ilgilidir (Simsek, 2022). Benzer sekilde Pasifik
Berlami (Merluccius productus) iizerine yapilan bir c¢alismada da alkalaz ile

gerceklestirilen hidroliz derecesindeki artisin ilk 60 dakikada daha hizli bir sekilde
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artt1ig1 gdzlenmistir (Benjakul ve Morrissey, 1997). Uretilen peptidlerin hidroliz derecesi
kullanilan enzimin ¢esidine goére degismektedir (Tekle, 2022). Alkalaz Bacillus
lincheniformis bakterisinden Uretilen serin endopeptidaz 0zellikte, bromelain ise Ananas
comosus bitkisinden dretilen sistein proteaz 0zellikte olan enzim olup, bu iki enzimde
protein zincirinde birgok farkli peptid bagini kestigi yani genis subsrat segiciligine sahip
olduklar1 i¢in proteinlerin yiiksek oranda hidrolizini saglamaktadir (Masniar ve ark.,
2016; Nadzri ve ark., 2021). Flavourzyme Aspergillus oryzae mantarindan elde edilen
yuksek oranda ekzopeptidaz olup endopeptidaz Ozellikte gosteren bir enzim olup
protein zincirlerini u¢ noktalardan yavas kestigi i¢in diisiik oranda hidroliz
gerceklestirmektedir (Nilsang ve ark., 2005). Calismamizda hidroliz derecesi bromelain

ve alkalaz enziminde yiiksek, flavourzyme de ise daha diisiik gézlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Giimiis balig1 hidrolizatlarmin hidroliz derecesi

4.3. Ham Protein Miktar1 Analizi

Hirfanli ve Yamula Baraj Golii Glimiis baliginda bulunan ham protein miktar1
Tablo 4.2°’de verilmistir. Genel olarak en yiliksek protein miktar1 Yamula Baraj
Goli'nden bromelain kullanilarak {iretilen hidrolizatta, en diisiik ise Yamula Baraj
Golii’'nden alkalaz kullanilarak elde edilen hidrolizatta olup, degerler %68.11 ile
%83.57 araliginda tespit edilmistir. Protein miktar1 enzim tiirii ve lokasyon agisindan
istatiksel olarak onemli bir farklilik gostermemistir (P> 0.05). Atlantik somonundan

alkalaz kullanilarak Uretilen hidrolizatin ham protein miktar1 %82.30 (Gbogouri ve ark.,
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2004), Tilapia (Oreochromis sp.) baligindan bromelain enzimi kullanilarak elde edilen
hidrolizatin ham protein miktar1 %55.55 (Sholahuddin ve ark., 2024) ve biiyiik kafali
sazan baligindan flavourzyme kullanilarak {iretilen hidrolizatin protein miktar1 farkl
hidroliz derecelerinde %83.62 ile %88.19 araliginda olup (Alahmad ve ark., 2023),
calismamizdaki bulgular ile farklilik gostermistir. Verilere gore baliklardan elde edilen
hidrolizatin ham protein miktari baligin cinsine, bulundugu bolgeye, hidroliz derecesine

ve kullanilan enzime baglhidir (Pires ve ark., 2024).

Tablo 4.2. Giimiis balig1 hidrolizatlarmm protein miktar1

Protein Miktar1 (%0)

Enzim Cesidi HG Giimiis baligi hidrolizati YG Giimiis baligi hidrolizat P
Alkalaz 73.21 68.11 0.674
Bromelain 80.02 83.57 0.755
Flavourzyme 77.30 74.70 0.871
P 0.851 0.427

HG: Hirfanl Baraj Golii, YG: Yamula Baraj Golu P: Onem Diizeyi

4.4, Cozunurlak

Balik hidrolizatlarindaki en 6nemli de§isimlerden biri suda ¢oziinebilen protein
miktarindaki artistir (Panyam ve Kilara, 1996). Peptid fraksiyonlarinin emiilsiyon,
kopiik ve yag baglama gibi diger fonksiyonel 6zellikleri ¢6ziiniirliikkten etkilenmektedir.
Gugll iyonik ortam ve uygun pH araliginda birikme olmaksizin artan ¢6ziiniirlik,
derecesi arttikca artig gostermektedir. Ayrica diisilk molekiil agirhiga sahip peptidlerin
¢cOziinlirliigii daha fazladir (Kristinsson ve Rasco, 2000b; Slizyte ve ark., 2009). Protein
hidrolizatin temel bir fonksiyonel 6zelligi olan ¢oziiniirliik degerleri; pH 3, 5, 7 ve 9’da
Sekil 4.2 ve 4.3’te gosterilmistir. Hidrolizatlar genel olarak en diisiik HGfla (%79.82)
ve en yliksek HGalc (%97.69) arasinda, ¢esitli pH degerlerinde siirekli olarak yiliksek
¢Oziiniirlige sahip ¢ikmistir. Numunelerde ¢oziiniirliikkler asidik pH’da daha diisiik, pH
artirildiginda ise daha yiiksek degerler gostermistir. Genis bir pH araliginda HG ve YG
numunelerinin hepsinde onemli istatistiksel farkliliklar gézlenmemis olup (P:0.994,
P:0.985) ve genel olarak c¢oziiniirliikler artmistir. Yakin sonuglar sar1 seritli uskumru
hidrolizatinda elde edilmis olup %85’in {iizerinde ¢Oziiniirliik tespit edilmistir

(Klompong, 2007).
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Sekil 4.2. Hirfanl Baraj GOlU giimiis balig1 hidrolizatlarinin ¢oziintirligii
Hirfanli Baraj Goli Gilimiis balig1 hidrolizatlarinin ¢oziiniirliigii P: 0.994 olarak elde edilmistir. HGalc:
Hirfanli Baraj Golii Glimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanli Baraj Golii
Gilimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanli Baraj Golii Giimiis balig
flavourzyme enzimi ile elde edilen hidrolizat. P: Onem Diizeyi
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Sekil 4.3. Yamula Baraj GOlu glimiis baligt hidrolizatlarmin ¢oziiniirliigi
Yamula Baraj Goli giimiis balig1 hidrolizatlarmin ¢ozliniirligii P: 0.985 olarak elde edilmistir YGalc:
Yamula Baraj Goli Glimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj Goli
Giimils balig1 bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGfla: Yamula Baraj Goli Glimiis balig
flavourzyme ile elde edilen hidrolizat. P: Onem diizeyi

4.5. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopi Analizi

FTIR spektroskopisi, proteinlerin sekonder yapisini belirlemek i¢in bilinmesi
gereken molekiiler yap1 hakkinda bilgi saglar (Petibois ve Deleris, 2006). Fonksiyonel
gruplarin gozlemlenmesi ve mikro yapilarmi tespit etmek amaciyla FTIR analizleri

yapilmaktadir. Hidrolizat igin absorpsiyon pikleri Amid 1, Il, Il1l; A ve B bantlaridir
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(Doyle ve ark., 1975). Hirfanli Baraj GOli ve Yamula Baraj Golii Glimiis baligi
hidrolizatlarinin FTIR spektrumlar1 ve Amide I, II, III, A ve B bolgeleri Sekil 4.4 ve
Tablo 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.4. Giimiis balig1 hidrolizatlarmin FTIR spektrumlari
HGalc: Hirfanlh Baraj Golii Glimiis baligi alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanli Baraj
Goli Giimiis balig1 bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanli Baraj Goli Giimiis balig
flavourzyme enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGalc: Yamula Baraj Golu Giimiis balig1 alkalaz enzimi ile
elde edilen hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj Golii Glimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen
hidrolizat, YGfla: Yamula Baraj G6lii Glimiis balig1 flavourzyme ile elde edilen hidrolizat.

Amide I bandi genellikle C=0O (karbonil) ve C-N (karbon-azot) gerilme
titresimlerinden kaynaklanmakta olup, bu boélgedeki absorbsiyon, proteinlerin ikincil
yapisint infrared spektroskopiyle belirlemede ve protein konformasyonundaki kiigiik
degisikliklere kars1 ¢ok hassas oldugu i¢in olduk¢a dnemlidir (Bandekar, 1992; Cebi ve
ark., 2016). Calismamizda Amide I bandi alt1 farkli numune i¢in 1628-1638 cm?
arahigmda gozlenmistir. Benzer sonu¢ Giimiis sazan1 (Hypophtalmichthys molitrix)
hidrolizatinda elde edilmis ve 1629 cm™ dalga sayis1 bulunmustur (Safandowska ve
Pietrucha, 2013).

Amide II band:r 1550-1600 cm? arahiginda normal bir absorpsiyon degerine
sahip olan, esas olarak C-N gerilme titresimleriyle birlestirilmis N-H bag: ile iliskilidir
ve daha diisiik dalga boylarma kayma, hidrojen bagi olusumunu gostermektedir (Woo

ve ark., 2008). Calismamizda Amide Il band: alt1 farkli numune igin 1516-1550 cm
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araliginda gozlenmistir. Yakin sonuglar Atlantik somonu, Afrika yayin balig1 ve Baltik
Morina bahg1 hidrolizatlarinda elde edilmis ve 1539-1543 cm™ arahiginda bulunmustur
(Tylingo ve ark., 2016).

Amide III bandi, glisin omurgasi, C-N gerilme titresimi ile N-H deformasyonu
arasindaki bag ile ilgilidir (Woo ve ark., 2008). Calismamizda Amide III bandi alti
farkli numune igin 1240-1393 cm™ araliginda gdzlenmistir. Bu aralikta yer alan benzer
bir sonug yildizli balon baligi (Arothron stellatus) hidrolizatinda elde edilmis ve 1243
cm degerinde tespit edilmistir (Ramanathan ve ark., 2014).

Amide A bandi, N-H gerilme titresimi ile dogrudan baglantilidir. Peptidlerdeki
degisiklikler Amide A bandinda kayma meydana gelir ve bu band kaymas: hidrolizin
varligmi ve siddetini ifade eder (Ji ve ark., 2020). Caligmamizda Amide A bandi alt1
farkll numune icin 3060-3271 cm™ araliginda gdzlenmistir. Benzer sonuglar ton bahig1
{izerine yapilan ¢alismada Amide A bandi1 3226 cm™ degerinde bulunmustur (Grasso ve
ark., 2024).

Amide B bandi ikincil amin gruplari yan1 sira C—H' nin asimetrik gerilme
titresimine bagli olarak calismamizda Amide B bandi alt1 farkli numune igin 2925-2969
cm? araliginda gozlenmistir. Yakim sonug Yelkenli balig1 iizerine yapilan ¢alismada da
gbzlenmis ve Amide B band1 2928 cm™ olarak tespit edilmistir (Tamilmozhi ve ark.,

2013).

Tablo 4.3. Giimiis balig1 hidrolizatlarmin FTIR spektrumlar1 (cm™)

Peptid Amide | Amide Il  Amide lll  Amide A AmideB Fingerprint
Fraksiyonu

HGalc 1638 1550 1245 3271 2967 1071
HGbro 1633 1535 1392 3267 2961 1075
HGfla 1633 1536 1245 3253 2969 1071
YGalc 1638 1537 1240 3265 2925 1079
YGbro 1634 1536 1246 3268 2969 1071
YGfla 1628 1516 1393 3060 2930 1076

HGalc: Hirfanli Baraj Golii Giimiig balig alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanli Baraj
Goli Glimiis balig1 bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanli Baraj Goli Giimiis balig1
flavourzyme enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGalc: Yamula Baraj Golu Guimiis balig1 alkalaz enzimi ile
elde edilen hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj Golii Giimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen
hidrolizat, YGfla: Yamula Baraj Golii Glimiis balig1 flavourzyme ile elde edilen hidrolizat.
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4.6. Kopuk Kapasitesi ve Stabilitesi

Hidrolizatlarin kopiik kapasitesi degerleri ve olusan kopiigiin 10 dakika sonraki
hacmi oOlgiilerek elde edilen kopiik stabilitesi degerleri Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’te
verilmistir. Calismamizda genel olarak en yiiksek kopiik kapasitesi Hirfanli Baraj Golii
Glimiis baligindan alkalaz enzimi kullanilarak {retilen hidrolizat numunesinde
gbzlenmis olup, alkalaz ve bromelain kullanilarak elde edilen hidrolizatlar Yamula
Baraj Goli'nde, flavourzyme kullanilarak elde edilen hidrolizatlar ise Hirfanli Baraj
Golii’'nde daha distik tespit edilmistir (Tablo 4.4). Her iki baraj goliindede enzim ¢esidi
olarak istatistiksel olarak Onemli fark gozlenmistir (p<0.05). Calismamizda da
gozlendigi Uzere; hava-su ara yuzindeki hidrofobik bdlgelerin yogunluguna bagli olarak
ortamda bulunan iyonik gugclerden kaynakli kopik kapasitesi, farkli bélgelerde degisken
sonuglar vermektedir (Hailing ve Walstra, 1981). Elde edilen sonuglar, Sari ¢izgili
uskumru (Selaroides leptolepis) baligi’ndan iiretilen hidrolizatin %15°lik hidroliz

derecesindeki kopiik kapasitesi degerleri ile benzer ¢ikmistir (Klompong ve ark., 2007).

Tablo 4.4. Giimiis balig1 hidrolizatlarinin kdpik kapasitesi

Koépuk Kapasitesi (%)

Enzim Cesidi HG Giimiis bahig hidrolizati YG Giimiis bahg hidrolizat P
Alkalaz 114.84 a-A 85.24 b-A 0.034
Bromelain 94.44 a-AB 49.08 b-B < 0.001
Flavourzyme 70.19B 82.08 A 0.330
P 0.004 0.004

a, b: ayn1 satirda bulunan farkli harfler istatistiksel farklilig1 (p <0.05) g6stermektedir. A, B: ayn1 siitunda
bulunan farkls istatistiksel farklilig1 (p <0.05) gostermektedir. HG: Hirfanli Baraj GOl YG: Yamula Baraj
Goli, P: Onem dizeyi

Kopiik stabilitesi yine en yiiksek Hirfanli Baraj Go6lii Glimiis baligi’ndan alkalaz
enzimi kullanilarak iretilen hidrolizat numunesinde, en diisiik iki deger ise her iki
bolgede de bromelain enzimi kullanilarak iiretilen hidrolizatta tespit edilmistir (Tablo
4.5). Her iki baraj goliindede enzim cesidi olarak istatistiksel olarak Onemli fark
gozlenmis (p<0.05), baraj golleri arasinda ise istatistiksel Onemli farklilik
gbézlenmemistir (p>0.05). Mevcut arastirmamizda gozlendigi {izere, hidroliz derecesi
arayiizeydeki film olusumunu etkiledigi i¢in kullanilan enzim tiirii kopiik stabilitesini

degistirmektedir (Mutilangi ve ark., 1996; Wangkheirakpam ve ark., 2019).
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Tablo 4.5. Giimiis balig1 hidrolizatlarmmn kopuk stabilitesi

Kopuk stabilitesi (%)

Enzim Cesidi HG Giimiis balig1 hidrolizati YG Giimiis balig1 hidrolizati P
Alkalaz 76.65 A 74.34 A 0.807
Bromelain 13.49C 14.60C 0.705
Flavourzyme 29.14b-B 48.97 a-B 0.024
P < 0.001 < 0.001

a, b: ayni satirda bulunan farkl1 harfler istatistiksel farklihg: (p <0.05) gostermektedir. A, B: ayn1 siitunda
bulunan farkl: istatistiksel farklilig: (p <0.05) gostermektedir. HG: Hirfanli Baraj Golu YG: Yamula Baraj
Golu, P: Onem dlzeyi
4.7. Yag Baglama Kapasitesi

Hidrolizatlarin yag baglama kapasitesi et ve sekerleme gibi gida endiistrisi
alanlarinda 6nemli bir fonksiyonel 6zelliktir (Souissi ve ark., 2007). Hidrolizatlarin yag
baglama kapasitesi degerleri Sekil 4.5’de verilmistir. 2.78+0.12 ile 3.75+0.12 mL/g
araliginda degismektedir. Calismamizda gozlendigi lizere, lic farkli enzimle iiretilen
hidrolizatlar arasinda, en diislik hidroliz derecesine sahip hidrolizat numunesinde yag
baglama kapasitesi en yiiksek degerde dl¢lilmiistiir. Bu durum, kullanilan enzimin yag
baglama kapasitesi Uzerinde belirleyici bir rol oynadigini géstermektedir (Kristinsson ve
Rasco, 2000a). HGbro ve YGalc, HGalc ve YGbro ile HGfla ve YGfla numune ciftleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (P>0.05). Ancak, bu iig¢
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmistir (P<0.05). Ringa
baligindan iiretilen hidrolizatin 3.7 ile 7.3 mL/g arasinda (Sathivel ve ark., 2003),
Atlantik somonundan ftiretilen hidrolizatin 2.86 ile 7.07 mL/g arasinda (Kristinsson ve
Rasco, 2000a) ve hamsiden {iretilen hidrolizatin 3.00 ile 3.04 mL/g arasinda (Kog,
2016) yag baglama kapasiteleri tespit edilmis olup, sonuglar ¢alismamizdaki bulgular ile
benzerlik gostermistir. Yapilan bir¢ok calismadan elde edilen verilere gore balik
hidrolizatlarinin yag baglama kapasitesinin, 1.0 ile 10.8 mL/g araliginda gozlendigi
bildirilmistir (Halim ve ark., 2016).
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Sekil 4.5. Giimiis balig1 hidrolizatlarinin yag baglama kapasitesi
Farkli harfler numuneler arasindaki 6nemli istatistiksel farkliliklar1 géstermektedir (p <0.05). HGalc:
Hirfanli Baraj Golii Giimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanli Baraj Goli
Giimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanli Baraj Goli Giimiis baligi
flavourzyme enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGalc: Yamula Baraj Golu Giimiis balig1 alkalaz enzimi ile
elde edilen hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj Golii Gimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen
hidrolizat, YGfla: Yamula Baraj G6lii Glimiis baligi flavourzyme ile elde edilen hidrolizat.

4.8. Emulsiyon Aktivitesi ve Stabilitesi

Hidrolizatlarmm emiilsiyon mekanizmasi, homojenizasyon sirasinda olusan yag
damlaciklarinin ylizeyde emilimi ile iligkilendirilir ve bu damlaciklarin ara ylizeyde
birlesmesini engelleyen koruyucu zar olusturur. Hidrolizatlarin yiizeyi aktif iirtinlerdir
ve hidrofilik (suyu seven), hidrofobik (suyu sevmeyen) gruplarmdan dolay1 su i¢inde
yagin stabilitesini destekler (Wasswa ve ark., 2007). Elde edilen numunelerin emilsiyon
aktivitesi (EAI) degerleri Tablo 4.6’da verilmistir. EAI’de en yiiksek deger, hidroliz
derecesi diisiik olan Hirfanli Baraj Golii’'nden flavourzyme enzimi kullanilarak tiretilen
numunede, en diisiik deger ise Hirfanli Baraj Golii’'nden alkalaz enzimi kullanilarak
uretilen numunede gozlenmistir. Emiilsiyon aktivite indeksinde degerlerinde barajlar
arasinda istatistiksel onemli farkliliklar saptanmistir (p<0.001). Hirfanli baraji i¢in
ortalama ve standart hata degerleri 8§1.88+6.00 ve Yamula baraji i¢in 80.02+1.78 olarak
belirlenmistir. HGalc numunesinin EAI degerinin diisiik ¢ikmasi, olusan peptitlerin
yiizeyde diizgiin sekilde dagilmamasindan kaynakli olabilir (Opazo-Navarrete ve ark.,
2022). Somondan elde edilen hidrolizatin diisiik hidroliz derecesinde daha yiiksek
emilsiyon 0zellik gostermesi g¢alismamizdaki sonuglar ile benzerlik gostermistir
(Gbogouri ve ark., 2004).
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Tablo 4.6. Giimiis balig1 hidrolizatlarinm emulsiyon aktivite indeksi

Emuilsiyon Aktivite Indeksi m*/g

Enzim Cesidi HG Giimiis baligi hidrolizati YG Giimiis baligi hidrolizati P
Alkalaz 58.96 + 0.59 b-C 86.78 £ a-A < 0.001
Bromelain 87.21+£0.22 a-B 74.68 + 0.06 b-C < 0.001
Flavourzyme 99.49 + 0.28 a-A 78.61£0.25 b-B < 0.001
P < 0.001 < 0.001

a, b: ayn1 satirda bulunan farkli harfler istatistiksel farkliligr (p <0.05) gostermektedir. A, B: ayni1 siitunda
bulunan farkl: istatistiksel farklilig: (p <0.05) gostermektedir. HG: Hirfanli Baraj Golu YG: Yamula Baraj
Golu, P: Onem duzeyi

Elde edilen numunelerin emulsiyon stabilite indeksi (ESI) degerleri Tablo 4.7°de
verilmistir. ESI’de en yiiksek iki deger Hirfanli ve Yamula Baraj Gélii’nden bromelain
kullanilarak iiretilen numunelerde, en diisilk deger ise Yamula Baraj Goli’'nden
flavourzyme kullanilarak iiretilen numunede gozlenmistir. Emiilsiyon stabilite indeksi
degerlerinde barajlar arasinda anlamli fark tespit edilmis olup (p <0.001) Hirfanli baraj1
icin ortalama ve standart hata degerleri 35.46+3.44 ve Yamula baraj1 i¢in 25.11+2.27
olarak belirlenmistir. Su sazani (Catla catla) tizerine yapilan bir ¢alismada hidrolizatlar
alkalaz, flavourzyme ve bromelain kullanilarak hazirlanmigs ve ESI sirasiyla 35.84,
14.32 ve 85.46 degerinde gozlenmistir (Elavarasan ve ark., 2014). Calismamizla benzer
sonu¢ olarak en yiiksek ESI degeri bromelain ile iiretilen hidrolizatta gdzlenmistir.
Bromelain hidrolizat1 suyu seven ve suyu sevmeyen iki farkli bolgeyi icerir. Bundan
kaynakli yag-su ara yiizeyine kuvvetli sekilde adsorbe olarak yag damlaciklarmin

koalesansini ve agregasyonunu engeller ve ESI degerini artirir (Zheng ve ark., 2020).

Tablo 4.7. Giimiis balig1 hidrolizatlarinin emulsiyon stabilite indeksi

Emiilsiyon Stabilite indeksi m?/g

Enzim Cesidi HG Giimiis bahig hidrolizati YG Giimiis bahg hidrolizati P
Alkalaz 30.25+0.94 a-B 17.04 £ 0.03 b-C < 0.001
Bromelain 49.03+0.46 a-A 32.73+£0.21b-A < 0.001
Flavourzyme 27.11+0.21a-C 25.57+0.11 b-B 0.003
P < 0.001 < 0.001

a, b: ayni1 satirda bulunan farkli harfler istatistiksel farklilig1 (p <0.05) gostermektedir. A, B: ayni siitunda
bulunan farkls istatistiksel farklilig: (p <0.05) gostermektedir. HG: Hirfanli Baraj Golu YG: Yamula Baraj
Goli, P: Onem dizeyi
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4.9. 2,2-Diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH) Aktivitesi

Antioksidanlar, oksidasyon tepkimelerini 6nemli derecede engelleyen
maddelerdir. Oksidasyon sonucu agiga ¢ikan serbest radikaller; kalp rahatsizliklari,
kanser gibi birgok saglik sorununa yol agtigindan oksidasyon tepkimesinin engellenmesi
insan saghgi i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir (Chalamaiah ve ark., 2012). Protein
hidrolizatlarinin radikal temizleyici 6zellik gostererek dogal antioksidan etkisi yarattigi
ortaya konmustur (Harnedy ve FitzGerald, 2012). Elde edilen hidrolizatlarmm DPPH
radikal siipiirme aktivitesi Sekil 4.6’da verilmistir. DPPH, ii¢ farkli konsantrasyonda da
(0.75, 1.5 ve 7.5 mg) en diisiik alkalaz kullanilarak iiretilen numunelerde gozlenmis
olup, swrastyla %54.15, %56.69 ve %62.04 degerinde, en yiiksek ise bromelain
kullanilarak ~ {iretilen numunede %79.99 degerinde gozlenmistir. 1.5 mg
konsantrasyonda farkli bir ¢alismada; 6 cesit enzimle orkinos omurgasindan elde
ettikleri hidrolizatlarin antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Bu kapsamda alkalaz
hidrolizatlarinin  %4.82 ile diisiik seviyede DPPH radikali temizleme aktivitesi
sergiledikleri rapor edilmistir (Je ve ark., 2007). Calismamizda ise giimiis balig1 alkalaz
hidrolizatlarinda ortalama %357 tespit edilmis olup, yaklasik 11 kat daha yiiksek DPPH
temizleme aktivitesi bulunmustur. Balik cinsinin ayni olmamasindan ve hidroliz
stiresinin fazla olmasindan DPPH degerinin dogrudan etkilendigi diisiiniilmektedir.
Uzun siireli hidroliz parcalanmanin ileri diizeyde ger¢eklesmesine neden olarak, boyut
olarak kiicililen ve serbest aminoasit yapisina giren protein molekiillerinin daha diisiik
DPPH temizleme aktivitesi ortaya koydugunu gostermektedir (Klompong ve ark.,
2007).
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Sekil 4.6. Giimiis balig1 hidrolizatlarinin DPPH aktivitesi
Gilimiis balig1 hidrolizatlarinin DPPH aktivitesi i¢in P:0.283 olarak elde edilmistir. HGalc: Hirfanli Baraj
Goli Giimiis baligr alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanli Baraj Goli Giimiis baligi
bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanli Baraj Golii Glimiis balig1 flavourzyme enzimi
ile elde edilen hidrolizat, YGalc: Yamula Baraj Golii Giimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde edilen
hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj Golii Giimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGfla:
Yamula Baraj Golii Giimiis balig1 flavourzyme ile elde edilen hidrolizat.

4.10. Renk Analizi

Hidroliz isleminin hidrolizatlarin rengini nasil etkiledigini belirlemek i¢in
aciklik (L*), kirmizi-yesil eksen (a*) ve sari-mavi eksen (b*) parametreleri tepsit
edilmistir. (Taheri ve ark., 2013). Elde edilen veriler Tablo 4.8’de verilmistir. A¢iklik
en fazla Yamula Baraj Goli'nden bromelain kullanilarak elde edilen hidrolizatta,
kirmizi-yesil eksende yesile egilim en fazla Yamula Baraj Goli'nden alkalaz
kullanilarak elde edilen hidrolizatta ve sari-mavi eksende sariya egilim en fazla Hirfanli
Baraj Golii'nden alkalaz kullanilarak elde edilen hidrolizatta gozlenmistir. Agiklik
olarak HGalc, HGbro, YGalc ve YGfla ornekleri arasinda, kirmizi-yesil eksen egilimi
agisindan HGalc, HGfla ve YGfla numuneleri arasinda ayrica sari- mavi eksen
meyillenmesi olarakta HGalc ve HGbro ¢ifti ile YGalc ve YGfla ¢ifti arasinda dnemli
istatistiksel fark gézlenmemistir (P>0.05). Tuna (Euthynnus affinis) baligindan tiretilen
hidrolizat kremsi-sarimsi bir renkte tanimlanmis ve L*, a*, b* degerleri sirasiyla 90.97,
-0.83, 16.14 gostererek caliymamizdaki bulgular ile yakin sonuglar ve rmistir (Parvathy
ve ark., 2018). Caligmadaki degerler g6z Oniine alindiginda; enzim cesidi, hidroliz

siiresi, pH ve sicaklik hidrolizatlarin renginin degismesinde 6nemli bir rol oynar. Renk

36



degisimi, Uriiniin goriiniis kalitesini etkilediginden tiiketici kabuliindeki ilk bakilan

etmendir (Honrado ve ark., 2024).

Tablo 4.8. Giimiis balig1 hidrolizatlarmin renk analizleri

Hidrolizat HGalc HGbro HGfla YGalc YGbro YGfla

L*(agikhk) 97.17+0.78%%  97.02+1.32”B  9553+0.47®% 97.87+0.29"%  98.90+0.82"  97.81+1.53"F

a*(kermizn- -1.6740.16%%  -1.40+0.08" -1.50+0.12  -2.03+0.04° -1.75+0.03%5  -1.42+0.06"8
yesil)

b*(sar1- 29.46+0.38"  29.38+0.28"  25.44+0.74° 28.24+0.22®  28.54+0.13"®  27.57+0.56°

mavi)

A, B: ayni satirda bulunan farkl harfler istatistiksel farkliligi (p <0.05) gdstermektedir. HGalc: Hirfanlh
Baraj Golii Giimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanli Baraj Golii Glimiis
balig1 bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanl Baraj Golii Giimiis balig1 flavourzyme
enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGalc: Yamula Baraj Golii Giimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde edilen
hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj Goli Glimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGfla:
Yamula Baraj Golii Giimiis baligi flavourzyme ile elde edilen hidrolizat.

4.11. Aktif-SH icerigi

Serbest sulfhidril gruplar1 ve distlfid baglari, proteinlerdeki belirleyici aktif grup
olarak kabul edilir. Toplam stilfhidril, protenin dis kisminda ve i¢ bolgesindeki aciga
cikan SH gruplarmi kapsar. Biyolojik ve fonksiyonel aktiviteleri ifade etmek icin
serbest SH grubu yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir (Rahmanifarah ve ark., 2014).
Sekil 4.7°de goruldigii gibi, en yiliksek miktarda toplam siilthidril grubu HGalc
numunesinde (0.55umol/g), en disik ise YGfla numunesinde (0.29 upmol/g)
Olgtilmiistiir. Her numune arasinda Onemli istatistiksel farkliliklar gozlenmistir (p
<0.001). Yapilan bir ¢alismada ringa balig1 hidrolizatinin toplam siilthidril grubu 32
pmol/g Olciilmiistiir (Abdollahi ve Undeland, 2018). Hidrolizatin depolama siiresinin
artmas1t proteinin yapisinda degisiklige neden olacagindan molekiiliin yapisindaki
gomald sulfhidril gruplar1 agiga ¢ikar ve oksitlenme meydana gelir. Boylelikle sulfhidril
iceriginde azalma goriiliir. Bu baglamda, toplam SH gruplarmin depolama siiresinden
etkilendigi, balik hidrolizatinin depolama sirasinda zamanla oksitlendigi ve besin

kalitesini etkiledigi goriildii (Guan ve ark., 2021).
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Sekil 4.7. Giimiis balig1 hidrolizatlarinin toplam SH> igerigi
Farkli harfler istatistiksel farkliligi (p <0.001) gostermektedir HGalc: Hirfanli Baraj Golii Glimiis baligi
alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanl Baraj Go6lii Glimiis baligi bromelain enzimi ile
elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanli Baraj Golii Giimiis baligi flavourzyme enzimi ile elde edilen
hidrolizat, YGalc: Yamula Baraj Goli Glimiis baligi alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGbro:
Yamula Baraj Golii Glimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGfla: Yamula Baraj Goli
Gilimiis balig1 flavourzyme ile elde edilen hidrolizat.

4.12. Zeta potansiyel degerleri

Zeta potansiyeli, protein hidrolizatlarmin elektriksel ylik dengesini ve
kararliligin1 ifade eder. Ayn1 zamanda hidrolizatlarin ¢ozeltide topaklanmadan kaginma
kabiliyetini gosterir (Nejat ve ark., 2017). Hidrolizatlarin izoelektrik pH'da iiretilmesi,
net yiikii sifirlanacagindan parcaciklar arasi itme kuvveti azalir, bu durum hizh
agregasyon ve cOkelmeye yol acar (Youngren-Ortiz ve ark., 2017). Calismamizda
Hirfanli Baraj Goli numuneleri -54.1+3.53 ile +4.24+0.42 mV arasinda (Sekil 4.8),
Yamula Baraj GOl numuneleri ise -50.8+4.16 ile +6.44+0.46 mV arasinda degisen
degerlere sahiptir (Sekil 4.9). Yapilan istatistiksel analiz sonucu alkalaz ve bromelain
kullanilarak tretilen numunelerin zeta potansiyel degerleri arasinda onemli farkliliklar
tespit edilmistir(P>0.05). Benzer caligsma Tilapia balik jelatininden elde edilmis olup, en
yiksek zeta potansiyel degeri pH 3’te firetilmistir (Subara ve Jaswir, 2021).
Hidrolizatlarin zeta potansiyel degerlerinin pH artis1 ile azaldigi gdzlenmis olup,
sonuglara dayanarak pH parametresinin zeta potansiyelini belirleyen énemli bir etmen
oldugu belirlenmistir (Subara ve Jaswir, 2021). En yuksek zeta potansiyel degerlerin, en
diisiik hidroliz derecesine sahip iki numunede (HGalc ve YGalc) tespit edilmesi goze
carpmis olup peptid uzunlugununda potansiyeli etkileyen diger etmen oldugu

gbzlenmistir (Yay ve ark., 2025).
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Sekil 4.8. Hirfanli Baraj GOlu giimiis balig1 hidrolizatlarinin zeta potansiyel degerleri
HGbro: Hirfanl Baraj Goli Glimiis balig1 bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanli
Baraj Goli Glimiis balig1 flavourzyme enzimi ile elde edilen hidrolizat
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Sekil 4.9. Yamula Baraj Golii glimiis balig1 hidrolizatlarmin zeta potansiyel degerleri
YGalc: Yamula Baraj Goli Giimiis baligi alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj
Goli Giimiis balig1 bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGfla: Yamula Baraj Goli Giimiis baligt
flavourzyme ile elde edilen hidrolizat
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4.13. Antimikrobiyal Ozelliklerin Belirlenmesi

Bu c¢aligmada, iki farkli barajdan (Yamula ve Hirfanli) avlanan glimiis
baligindan ii¢ farkli proteolitik enzim (Alkalaz, Bromelain, Flavourzyme) kullanilarak
elde edilen hidrolizatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve Tablo 4.9’te
gosterilmistir. Hidrolizatlarin aktivitesi, dort farkli patojen mikroorganizmaya (E. coli,
B. cereus, S. aureus, S. typhimurium) karsi, farkli konsantrasyonlarda (1:1, 1:2 ve 1:4
pg/mL) agar kuyucuk diflizyon metodu ile test edilmistir. Antimikrobiyal etki, 18
saatlik inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlarmin milimetre (mm) cinsinden
Olgiilmesiyle belirlenmistir. E. coli Uzerindeki en yiiksek antimikrobiyal etki hem
Hirfanli hem de Yamula barajindan avlanan giimiis balig1 i¢in flavourzyme enzimiyle
elde edilen hidrolizat i¢in belirlenmistir. Konsantrasyonun azalmasiyla birlikte
antimikrobiyal etkisinin de azaldigi goriilmiistiir. Benzer sekilde Turbot baligi
(Scopthalmus maximus) tizerine yapilan bir ¢alismada elde edilen peptidlerin E.coli‘ye
kars1 yiiksek inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir (Bi ve ark., 2020). B. cereus
iizerindeki en yiiksek antimikrobiyal etki ise Hirfanli barajindan avlanan glimiis
baligindan alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat i¢in tespit edilmistir. Diger taraftan
Yamula barajindan avlanan glimiis baligindan elde edilen hidrolizatlar arasinda B.
cereus Uzerinde en yiksek antimikrobiyal etki bromelain enzimi ile elde edilen
hidrolizat i¢in tespit edilmistir. Hidrolizatlarin S. aureus’a kars1 antimikrobiyal etkisi
diger patojen mikroorganizmalara kiyasla daha az bulunmustur, baska bir ifadeyle S.
aureus icin Olgiilen zonlar daha kiigiik oldugu i¢in hidrolizatlara kars1 daha direncli
bulunmustur. Yamula barajindan avlanip bromelain enzimi ve Hirfanli barajmdan
avlanip flavourzyme enzimi ile iiretilen hidrolizatlar S. aureus’a karsi1 daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Arjantinli croaker (Umbrina canosai) hidrolizatlar1
Uzerine yapilan bir ¢alismada da S.aureus mikroorganizmanin elde edilen hidrolizatlarla
inhibe edildigi gbzlenmistir (Da Rocha ve ark., 2018). S. typhimurium’a kars1 ise hem
Yamula hem de Hirfanli barajlarindan avlanip alkalaz enzimi ile elde edilen
hidrolizatlar daha yiiksek antimikrobiyal etki sergilemistir. Genel bir egilim olarak,
hidrolizatlarin antimikrobiyal aktivitesinin konsantrasyonla dogru orantili oldugu
gdzlemlenmistir. Incelenen tiim gruplarda, konsantrasyon azaldikga (1:1'den 1:4'e dogru
seyreltildikge) inhibisyon zonu ¢aplarmin kiiglildiigii tespit edilmistir. Bu durum,
beklenen doza bagimli bir etkiyi dogrulamaktadir. En biiylik zon c¢ap1 (33.5 mm)
Hirfanli barajindan avlanan giimiis baliklarindan alkalaz enzimi ile elde edilen

hidrolizat igin B. cereus’a kars1 tespit edilmisken, en diisiik zon ¢ap1 (18.0 mm) Yamula
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barajindan avlanan glimiis baliklarindan yine alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat
icin S. aureus’a kars1 tespit edilmistir. Olusan zon ¢aplar1 degerlendirildiginde en biiylik
zon caplar1 alkalaz ve flavourzyme enzimleriyle elde edilen hidrolizatlardan oldugu
tespit edilmis olup bromelain enzimiyle iiretilen hidrolizatlarin patojenler iizerindeki
antimikrobiyal etkisi daha diisitk bulunmustur. Bu durum antimikrobiyal etki {izerinde
hidrolizat dretimi i¢in kullanilan enzimin Onemi ortaya koymaktadir. Farkli
lokasyonlardan avlanan giimiis baliklarimdan farkli enzimlerle elde edilen hidrolizatlarin
patojenler Tlzerindeki antimikrobiyal etkisi enzim ve patojene gore degiskenlik

gostermis olup 6zellikle hidrolizat liretiminde kullanilan enzimin 6nemi gostermektedir.

Tablo 4.9. Gilimiis balig1 hidrolizatlarinm antimikrobiyal degerleri (zon ¢aplar1)

YGarc YGgpo YGria
Bakteriler 1 2 4 1 2 4 1 2 4
E. coli 25° 23° T.E 302 29,52 24,52 318 29,52 27,52
B. cereus 28° 26.52 22.52 29.52 25,5 228 27.5° 22.5° 22.5°
S. aureus 18° T.E T.E 24,5 T.E T.E 20.5¢ T.E. T.E.
S. typhimurium 298 25® 19° 2557 225°¢ 18° 265°  23.5° 20°
HGalc HGgro HGria
1 2 4 1 2 4 1 2 4
E. coli 23° T.E T.E 28.52 24° 23 30.52 262 T.E.
B. cereus 33.52 292 23 30.52 272 242 30.52 24,52 248
S. aureus 21,5° TE TE 22 TE TE 24° T.E. T.E.

S. typhimurium 30° 24.5° 23 2858 225 20t 28.5% 222 19°

a,b : ayni satirda bulunan farkli harfler istatistiksel farkliligi (p <0.05) gostermektedir HGalc: Hirfanl
Baraj Golii Giimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGbro: Hirfanli Baraj Golii Giimiis
balig1 bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, HGfla: Hirfanli Baraj Golii Giimiis balig1 flavourzyme
enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGalc: Yamula Baraj Goli Giimiis balig1 alkalaz enzimi ile elde edilen
hidrolizat, YGbro: Yamula Baraj Goli Glimiis baligi bromelain enzimi ile elde edilen hidrolizat, YGfla:
Yamula Baraj Goli Giimiis baligi flavourzyme ile elde edilen hidrolizat. T.E: Tesir etmedi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda Hirfanli ve Yamula Baraj G6lu Giimiis baligindan (Atherina
boyeri) protein hidrolizat1 iiretmek, bu hidrolizatlarin fizikokimyasal (protein igerigi,
zeta potansiyeli, FTIR analizi, aktif SH), teknolojik (¢c6zuntrlik, emulsiyon kapasitesi,
koplik olusturma, yag baglama) ve biyoaktif (antioksidan, antimikrobiyal ve
antihipertansif) 0Ozelliklerini tespit etmek amaciyla mikrobiyal kokenli alkalaz,
flavourzyme ile bitkisel kokenli bromelain enzim kullanilarak hidroliz edilmistir. Elde
edilen sonuglara ve literatiir karsilastirmalarma gore, balik protein hidrolizatlar1 balik
tiirline ve enzim ¢esidine gore farkliliklar gostermektedir. Kullanilan enzim ¢esidinden
etkilenen hidroliz derecesi diisiik hidrolizatlarin yliksek antioksidan etki gosterdigi ve
dolayisiyla antioksidan ajan olarak gida, farmasotik, kozmetik ve hayvan yemi olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica bromelain ve alkalaz enzimleri ile elde edilen
hidrolizatlarin rengi ¢ok ac¢ik c¢iktigr icin igcecek endiistrisi ve diyet iriinlerinde
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda enzimatik hidroliz ile elde edilen
balik hidrolizatlar1 bakterilere kars1 6nemli antimikrobiyal etki gdstermistir. Kullanilan
enzimatik hidroliz yontemi kontrol edilebilirligi, giivenirligi ve son {riiniin toksik
bilesen igermemesi agisindan avantaja sahiptir. Bu ylizden, liretim kosullarinin optimize
edilmesi verimin artirilmast ve {retilen peptidler iizerinde antimikrobiyal aktivite
gelistirilmesinde rol oynayan biyoaktif peptitlerin daha iyi anlasilmasinda kritik 6dneme
sahiptir. Diinya genelinde yaygin olan istilac1 balik tiir miktar1 her gegen yil artmakta
dolayisiyla ekonomi ve ekolojiye verdigi zararda artmaktadir. Istilac1 balik tiirlerinin
alternatif yenilik¢i teknolojilerle iiretilen, biyoaktif ve fonksiyonel gida bileseni olarak
sentetik katki maddeleri yerine kullanilacak bir hammadde olarak degerlendirilmesi
gerektigi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu amagla farkli enzim ve islem kosullarmin denenmesi
ile en verimli kosul caligmalarinin yapilmas: bilyilk onem arz etmektedir. Ozellikle
istilac1 baliklarin fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklerinin belirlenmesinde farkli ve yeni
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatiirde istilaci giimiis baligindan protein
hidrolizat iiretimi ile ilgili c¢alisma bulunmamasindan dolayr karsilastirma
yapilamamistir. Karsilastirmalar ¢alisma konusu digindaki baliklar iizerine yapilan

calismalar ile degerlendirilmistir.
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Son olarak; farkli lokasyonlardan avlanan glimiis baliklarindan farkli enzimlerle
elde edilen hidrolizatlar lokasyon farkindan ziyade kullanilan enzim c¢esidine gore
degiskenlik gostermis olup, 6zellikle hidrolizat iiretiminde, kullanilan enzimin 6nemini
gostermektedir. Bu hidrolizatin ticari 6nemini degerlendirdigimizden yiiksek protein

icermesi onun farkli sektorlerde de kullanabilme potansiyelini ortaya ¢ikarmistir.
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