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OZET

Ticari Enzimler Kullanilarak Farkh Balik Tiirii Atiklarindan Hidrolizat
Uretimi ve Kalitesinin Belirlenmesi

Koray KORKMAZ

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Balik¢ilik Teknolojisi Mithendisligi Anabilim Dali, 2018
Doktora Tezi, 127s.

Danigsman: Prof. Dr. Bahar TOKUR

Bu calismada, alabalik (Onchoryncus mykiss), hamsi (Engraulis encrasicolus) ve
mezgit (Merlangius merlangus ) atiklari, alkali proteaz (pH 8), protameks (pH 7.0)
ve flavourenzim (pH 7.0) kullanilarak ii¢ farkli enzim orani (%1, %1.5 ve %?2), U¢
farkli siire (1, 4.5 ve 8 saat) ve ii¢ farkli sicaklik (40 °C, 50 °C ve 60 °C) uygulanarak
hidroliz edilmistir. Optimum hidroliz prosesinde en uygun siire, sicaklik ve enzim
orani hidroliz derecesine gore (%HD) alkali proteaz enzimi icin alabalik atiginda 60
°C, 1.0 saat ve %1.0 enzim orami, mezgit atiginda 60°C, 1.0 saat ve %1.27 enzim
orani, hamsi atiginda 44.06°C, 1.0 saat ve %1.05 enzim orani; protameks icin
alabalik atiginda 50 °C, 1.0 saat ve %1,0 enzim orani, mezgit atiginda 50 °C, 1.0 saat
ve %1.0 enzim oram1 ve hamsi atiginda 50 °C, 1.37 saat ve %1.01 enzim orani;
flavourenzim icin alabalik atiginda 50 °C, 1.30 saat ve %1.00 enzim orani, mezgit
atiginda 50 °C, 1.03 saat ve %1.0 enzim oran1 ve hamsi atiginda 50 °C, 1.48 saat ve
%1.00 enzim orami saptanmugtir. Farkli siire, sicaklik ve enzim orani ile hidrolize
olan alabalik, hamsi ve mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin
molekiiler agirliklarmin (sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile karakterizasyonu sonucunda, hidroliz siiresi arttik¢a biiyiik molekiiler
agirh@a sahip peptitlerin yogunluklarinda azalma buna karsilik kiiciik molekiiler
agirhiga sahip peptitlerin yogunluklarin da ise artig goriilmiistiir. Bu ¢alismada, balik
atig1 tlirli ve enzim tiirline gore hidroliz derecesi (% HD)’ nin %50.92 ile % 74.30
arasinda degistigi belirlenmistir. Gruplar i¢inde en yiiksek protein geri kazanimi
mezgit ve hamsi atifinin protameks ile ve mezgit atiginin alkali proteaz ile
hidrolizatindan elde edilirken (p<0.05), en diisiik protein geri kazanimi1 %73.54 ile
mezgit atiginin flavourenzim ile hidrolizinden elde edilmistir (p<0.05). Alabalik,
hamsi ve mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin toplam amino asit
igerikleri incelendiginde (g/100 g), en yliksek miktarda bulunan amino asitin tiim
balik ve enzim gruplarinda aspartik asit ve glutamik asit oldugu belirlenmistir
(p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Balik atig1, protein hidrolizati, optimizasyon, besinsel kompozisyon
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MSc. Thesis, 127p.

Supervisor: Prof. Dr. Bahar TOKUR

In this study, the wastes of trout (Onchoryncus mykiss), anchovy (Engraulis
encrasicolus) and whiting fish (Merlangius merlangus ) has hydrolysed by using
alkali protease (pH 8), protameks (pH 7.0) ve flavourenzim (pH 7.0) ve applying 3
different enzyme rates (1%, 1.5% ve 2%), 3 different time periods (1, 4.5 ve 8 hours)
and 3 different temprature rates (40 °C, 50 °C ve 60 °C). According to the most
optimal time, temperature and enzyme rate hydrolysate degree (HD%) during the
optimum hydrolyses process, for alkali protease enzyme in trout waste 60°C, 1.0
hour and 1.0% enzyme rate, in whiting fish waste 60 °C, 1.0 hours and 1.27%
enzyme rate and in anchovy waste 44.06 °C, 1.0 hours and 1.05% enzyme rate; for
protamex in trout waste 50°C, 1.0 hour and 1.00% enzyme rate, in whiting fish waste
50 'C, 1.0 hours and 1.0% enzyme rate and in anchovy waste 50 °C, 1.37 hours and
1.01% enzyme rate; for flavor enzyme in trout waste 50°C, 1.30 hours and 1.00%
enzyme rate, in whiting fish 50°C, 1.03 hours and 1.0% enzyme rate, in anchovy
waste 50°C, 1.48 hours and 1.00% enzyme rate have been detected.As a result of
characterization by sodium dodecylsulphate- polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) of protein hydrolysate molecular weights obtained from trout, anchovy
and whiting fish wastes which were hydrolyzed with different time period,
temperature and enzyme rates, while duration of hydrolysis increases more, the
density of peptides which have low molecular weight decreases, in response to this,
there is an increase of the density of peptides which has high molecular weight. As a
result of optimization, significant differences in the amino acid and mineral contents
of all produced fish groups protein hydrolysis, have been detected according to fish
species and enzyme types.In this study it was determined that the rate of hydrolyses
(%HD) changes between 50.92% and 74.30% in accordance with the types of fish
waste and the enzyme. While the highest protein recovery among the groups was
achieved with the hydrolysate of whiting and anchovy waste with protamex and the
hydrolysate of whiting waste with alkali protease (p<0.05), the lowest protein
recovery rate of 73.54% was obtained by the hydrolysate whiting waste with flavour
enzyme (p<0.05). When the total acid contents of the protein hydrolysates derived
from trout, anchovy and whiting wastes were studied (g/100g), the highest amino
acid was observed to e aspartic acid and glutamic acid in all fish and enzyme groups
(p<0.05).

Keywords: Fish waste, protein hydrolysis, optimization, food composition
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1. GIRIS

Ulkemizde balik atiklarmin bir kismindan genellikle biyolojik degerliligi ve
ekonomik degeri diisiik balik unu elde edilmektedir. Geri kalam1 da
degerlendirilmeden kirlilik etmeni olarak ¢evreye atilmaktadir. Halbuki bu kaynaklar
besinsel ac¢idan degerli, fonksiyonel oOzelliklere sahip ve kolay sindirilebilir,
ekonomik degeri yiiksek proteinli iiriinlere doniistiiriilebilirler. Genel olarak, fileto
olarak degerlendirilen baliklarin %60-70 ini balik kafalari, deri, pul, kemik, i¢
organlar ve islenemeyen et parcalar1 olusturmaktadir. Avrupa Birligi, Altinc1 Cevre
Eylem Plani’nin dort onceliginden biri olarak atik yonetimi belirlenmis ve atigin
kaynaginda onlenmesinin yani sira geri doniisiimiin tesvik edilmesi, atigin kaynak
olarak kullanimi ve ek dogal kaynaklarin c¢ikarilmast AB atik yonetimi
politikalarimin ana unsurlarini teskil etmektedir. Bu nedenle, bu iilkelerde balik
isleme atiklarindan kullanilabilir gida ve biyoaktif bilesiklerin c¢evrilmesi ile ilgili
calismalara ve ticari iiretime agirlik verilmistir. Ulkemizde ise bu atiklarin ¢ok az bir
kismi hayvan yeminde kullanilmak {iizere diisiik bir {icretle balik unu {ireten
fabrikalara satilmaktadir. Fakat buradan elde edilen balik ununun biyolojik
degerliligi oldukca diistiktiir. Geriye kalani ise degerlendirilemeden direkt kirlilik

unsuru olarak ¢evreye birakilmaktadir.

Hidrolizat; proteinlerin kimyasal veya enzimatik yollarla ¢esitli boyutlarda peptitlere
ayrilmasi olarak tanimlanabilir. Protein hidrolizatlarinin halk arasinda en ¢ok bilineni
sporcularin kullandig1 “whey protein hidrolizat1 ““ olarak satisa sunulan kas yapici
ozellikteki peynir alti suyu hidrolizatlaridir. Ulkemizde protein hidrolizatlar1 gida,

kozmetik ve farmakoloji alaninda katki1 maddesi olarak kullanilmaktadir.

Balik protein hidrolizatlar1 (BPH) ticari iirlin olarak fonksiyonel gida, hayvansal
yem, organik giibre ve evcil hayvan gidasi olarak kullanildigi gibi BPH’ larinin
icerdikleri nutrasotik 6zellikteki biyoaktif peptitler ile antihipertensif, antitrombotik,
antikanser, immunomodulator ve antioksidan aktivitesi gosterdikleri i¢in tip ve
farmakolji alaninda da degerlendirilmektedir. Yurt disinda balik atiklarindan protein
hidrolizat1 lireten birgok firma bulunmasina ragmen iilkemizde heniiz boyle bir ticari

firma bulunmamaktadir. Yapilan bilimsel arastirmalar baliklardan elde edilen protein



hidrolizatlarinin besleyici 6zelliklerinin diger protein hidrolizatlarindan daha dengeli
ve Ustiin oldugunu gostermektedir.Yurt disinda balik protein hidrolizatlar1 bir¢ok
endiistriyel uygulamada kullanildig1 i¢in ¢ok sayida ve markada marketlerde satisa
sunulmaktadir. Fakat iilkemizde ticari olarak balik atiklarindan protein hidrolizati
ureten bir firma bulunmadigr gibi sanayide balik protein hidrolizatlarinin kullanimi
ile ilgili bir veriye de ulagilamamustir. Diinyada balik protein hidrolizatt Avrupa,
Hindistan, Uzak Dogu iilkeleri, Amerika ve Avustralya olmak iizere bircok iilkede

Uretilmektedir.

Protein hidrolizi iiretmek icin kimyasal ve enzimatik olmak tizere iki farkli yontem
kullanilmaktadir. Kimyasal yontemde, yiiksek sicaklik (120 °C) ve basing (100 kPa)
altinda asit veya alkali kosullar uygulanmaktadir. Bu yontem daha ekonomik {iretim
maliyetine sebep olsa da hidrolizatta arzu edilen fonksiyonel 6zelliklerinin
kaybolmasina ve ekipman korozyonuna sebep oldugu i¢in son yillarda ¢ok tercih
edilmemektedir. Enzimatik yontemde ise, daha diisiik sicaklik, basing ve 5-8 arasi
bir pH aralig1 kullanildig i¢in bu dezavantajlarin biiyilik bir ¢ogunlugu olusmaz. Bu
durum, son zamanlarda enzimatik yontemle hidrolizat Gretimini daha cazip hale
getirmigtir (Diniz ve Martin, 1997; Sathivel ve ark., 2005; Slizyte ve ark., 2005).
Enzimatik hidroliz ayrica fizikokimyasal, fonksiyonel ve / veya duyusal 6zellikleri
iyilestirmek veya degistirmek iginde kullanilmaktadir (Althouse ve ark.,1995;
Kuipers ve ark., 2005).Balik protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri,protein
kaynaklarina, kullanilan proteazlara (Sugiyama ve ark., 1991), hidroliz derecesine,
reaksiyonun siire ve sicakligina (Feng ve Xiong, 2003), ve tampon pH'sina (Doucet
ve ark., 2003) gore degisirken, duyusal 6zellikleri ise kullanilan proteolitik enzim
tiirtine ve hidroliz reaksiyon kosullarinin etkisine bagli olarak degismektedir (Lin ve
ark., 1997). Bunlar icerisinde 6zellikle hidroliz derecesi, bir proteoliz degerlendirme
parametresi  olarak  kullanilmaktadir ve farkli  protein  hidrolizatlarinin
karsilastirilmasinda bir gosterge olarak degerlendirilmektedir (Gimenez ve ark.,
2009).

Maksimum hidroliz derecesini elde etmek i¢in en ideal iiretim kosullar1 Cevap Yiizey
Yontemi ile belirlenebilmektedir. Cevap Yuzey Yontemi (CYY, Responce Surface
Methodology), gida iiretimlerinde verimlilik ve optimizasyonu saglayan

matematiksel ve istatistiksel modelleme tekniginin kullanildigi etkili bir yontemdir
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(Wangtueai ve Noomhorm, 2009). Bu yontemde, hedef parametrelerle, istenilen triin
Ozelligi arasindaki iligki regrasyon denklemiyle tespit edilerek bir model olusturulur
(Cho ve ark., 2004).Bu yontemin en biiyiikk avantaji, bircok faktorii ve aralarindaki
iliskiyi degerlendirmek i¢in gerekli olan deneme sayisin1 en aza indirmesidir.CY'Y
yontemi iginde, iki farktorli-ii¢ diizeyli Merkezi Komposit Dizayni (CCD) ve 3
faktorli- 3 dizeyli Box-Bechken Dizayni, siklikla karsilasilan teknikler arasindadir.
Balik ve atiklarindan protein hidrolizat1 iretmek igin ticari olarak kullanilan bir¢ok
enzim bulunmaktadir. Bromelain (Aspmo ve ark., 2005) ve papain (Hoyle ve Merritt,
1994) gibi bitkisel kaynakli, kimotripsin, tripsin (Simpson ve ark., 1998) ve pepsin
(Viera ve ark., 1995) gibi hayvansal kaynakli veya alkalaz, nétraz, flavourenzim,
protameks ve proteaz N (Kristinsson ve Rasco, 2000a; Guérard ve ark., 2001; Liaset
ve ark., 2002) gibi mikrobiyolojik kaynakli enzimler balik protein hidrolizatinin
tiretiminde kullanilmistir. Bu ¢alismada, iilkemizde gida katki maddesi satan bir
firma tarafindan dretilen alkali Ozellikte proteaz enzimi ile uluslararasi ticari
hidrolizat Gretiminde kullanilan protameks ve flavourenzim, alabalik, mezgit ve
hamsi isleme atiklarinin hidrolizinde kullanilmis ve hidroliz derecesine gore
hidrolizasyon, Cevap Ylizey Yonteminde (CYY) Merkezi Kompozit (CCD) ve Box-
Benhken (BBD) modeli kullanilarak optimize edilmistir. Ayrica, optimizasyondan
elde edilen hidrolizatlarin kalitesi, kullanilan enzim ve balik atigi tiirleri arasinda

karsilastirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Genel olarak balik atiklarinda, degerlendirilemeyen balik ve kabuklu deniz
hayvanlari, iskelet, ylzgecler, kafa, deri ve i¢ organlar bulunmaktadir (Kim ve
Mendis, 2006). Bu atiklar1 olusturan bilesenlerin miktari, tiirii ve oranlar1 yapilan
isleme teknolojisi metoduna, baligin tiiriine ve biiylikliigiine gore degisebilmektedir

(Sekil 2.1).

%1-3 Deri 9%8-17 Yiizgecler

m? - : ‘,-T‘

e . R

%9-20 Kafa *

912-18 Icorganlar

Sekil 2.1. Baslica balik atig1 bilesenleri (Dumay, 2006)

Akhtar ve ark. (2017), 400 gr lik tilapianin islenmesi sonucu elde edilen atigin
olusturdugu bilesenleri %4.42 pul, %1.75 kuyruk, % 7.65 bagirsak, % 3.50 deri, %
19.70 kafa, % 8.68 iskelet ve % 54.34 kastan olustugunu bildirmistir.

Esteban ve ark. (2007) tarafindan balik atiginin bilesenleri Sekil 2.2°de gosterilmistir.
Buna gore; bas %21, igorganlar %7, karaciger %5, yumurtalik % 4, iskelet %14,
yuzge¢ ve operkulum (yanak) %10, deri %3 ve fileto (derisiz) %36 oraninda

bulunmustur.
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Sekil 2.2. Balik atiklarinin bilesenleri (%) (Esteban ve ark. 2007)

2.1. Balik Atiklarmin Kimyasal Komposizyonu

Cogu balik tiirii %80 oraninda su igermektedir. Bununla birlikte, bazi balik tiirlerinin
su iceriklerinin %30 ile 90 arasinda degismektedir (Murray ve ark., 2001). Baliklarin
besin komposizyonu baligin tiiriine, cinsiyete, yasa, besinsel statiiye, mevsime ve
sagliga gore degismektedir. Cogu balik %15-30 protein, %0-25 yag ve %50-80 nem
icerir (Ghaedian ve ark., 1998). Suvanich ve ark. (2006)’na gore kedibaligi, morina,
pisi baligi, uskumru ve somon baliginin besinsel komposizyonundaki degisimlerin
tirlere gore degisiklik gosterdigi ve bu baliklar arasinda en yiiksek yag igeriginin
uskumru (%11.7)’da oldugu, en disiik yag iceriginin ise morina balig1 (%0.1)’nda
bulundugu tespit edilmistir. Arastiricilar ayrica, yiiksek protein igeriginin 23.5% ile
somon baliginda tespit edildigi ve en diisiik protein igeriginin ise 14% ile pisi
baliginda bulundugunu saptamiglardir. Yine ayni ¢alismada, bes farkli balik tiiriiniin

PR

nem igeriginin ise %69 ile %84.6 olarak degistigi bildirilmistir.

Kat1 atiklar bas, kuyruk, deri, icorganlar, ylizge¢ler ve kemikten olusurlar. Balik
isleme tesislerinden elde edilen atiklar, protein, amino asit, kollajen, jelatin ve yag
gibi katma degeri yiiksek triinler elde etmek icin Onemli bir kaynak olabilirler
(Disney ve ark., 1977).

Estaban ve ark., (2007), balik satis1 yapan isletmelerden elde ettigi atiklarin besin

komposizyonunu incelemistir. Buna gore, atiklarin besin komposizyonu protein igin



%58, eter ekstarktt veya yag igcin %19 olarak tespit edilmistir (Cizelge 2.1) ve
atiklarin ~ 6nemli  bir mineral kaynagi oldugunu bildirilmislerdir. Ayrica
arastirmacilar, balik atiklarinda tek doymamuis yag asitleri, palmitik asit ve oleik asit

miktarlarinin (%22) oldukea yiiksek oldugunu bulunmuslardir.

Cizelge 2.1. Balik atiginin besin ve mineral komposizyonu (Esteban ve ark., 2007).

Besin 0gesi Balik Atig1(%)
Ham protein 57.92
Eter ekstrakti 19.10
Ham Lif 1.19
Kl 21.79
Kalsiyum 5.80
Fosfor 2.04
Potasyum 0.68
Sodyum 0.61
Magnezyum 0.17
Demir 100
Cinko 6
Mangan 1

Roslan ve ark. (2015), tilapia (Oreochromis niloticus) atiginda %14.60 ham protein,
%66.57 nem, 5.50 yag ve %8.93 kil igerdigini bulmuslardir.

Hou ve ark. (2011) tarafindan tespit edilen Alaska mezgiti kas1 ve iskeleti (APF) ‘nin
kimyasal bilesimleri Cizelge 2.2 'de sunulmustur. Calismada, AFP’ nin 18.36 g / 100
g protein, 14.89 g / 100 g kul ile zengin bir icerige sahip oldugu ve APF’nin
kimyasal bilesimlerinin kil icerigi disinda, mezgit kas igerigine benzer oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 2.2. Alaska mezgit kas1 ve iskeleti (APF) ‘nin kimyasal bilesimleri (g/100 g) (Hou
ve ark. 2011)

Bilesenler Iskelet Kas
Nem 64.0£2.9 76.8+£0.3
Ham protein 18.4+0.8 18.8+0.7
Ham yag 0.7+£0.2 0.6+£0.05
Kal 14.9+0.07 3.8+0.3
Karbonhidrat 0.2+0.02 0.2+0.01




Detkamhaeng ve ark (2016), sarikuyruk (Thunnus albacares) ve Skipjack ton baligi
(Katsuwonous pelamis)” nin kimyasal komposizyon oranlarmi belirledikleri
calismada i¢ organlarinin yiksek oranda protein icerdigini bulmuslardir (Cizelge
2.3).

Cizelge 2.3. Sarikuyruk (Thunnus albacares) ve Skip jack Tuna (Katsuwonous pelamis) I¢
organlarinin kimyasal komposizyon oranlari (%) (Detkamhaeng ve ark 2016)

Bilesenler Sarikuyruk Skipjack
Nem 73.17x0.22 74.51+0.13
Ham protein 10.91+1.10 17.51+0.30
Ham yag 4.42+0.02 2.60+0.37
Kl 1.8+0.07 1.90+0.20
Tuz 2.18+0.12 2.14+0.07

Nguyen ve ark. (2011) tarafindan, sarikuyruk (Thunnus albacares)’ un isleme
atiklardan bas, kuyruk ve i¢ organlarinin ortalama kimyasal komposizyon bilesimleri
incelenmistir. TUm yan Urlnlerin énemli oranda su (%58-77) ve protein (%15-17)’
den olustugu bulunmustur. Calismada en 6nemli farkliliklarin, lipit ve kil igerigi
bakimindan oldugu saptanmigtir. Buna gore, lipit igerigi i¢ organ ve kuyruklarda
%3.73 olarak bulunurken kafa bélgesindeki lipit oraninin en az 3 kat daha zengin
(%13) oldugu saptanmustir. Minerallerin ise i¢ organlarda %1.9 oraninda iken kuyruk

bolgesinde %11.8 oraninda oldugu belirlenmistir.

Ko¢ (2016), hamsi etinin makro besin bilesenleri olan su, protein, yag ve kiil
degerlerini sirasiyla; %76.35+0.04, %19.20+0.07, %2.82+0.06, %1.60+0.02 olarak
tespit etmistir. Hamsiden et ayrildiktan sonra kalan ve atik olarak nitelendirilen bas,
i¢c organlar ve omurgadan olusan kisimda ise besin bilesenlerini, %73.85+0.14 su,
%14.54+0.05 protein, %6.60+0.05 yag ve %5.00+0.07 kil olarak saptamistir (Sekil
2.3).



Balik Eti Balik Atig

M %Su ®% Protein W% Yag o % Kal B%Su ®%Protein W% Yag W% Kl
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Sekil 2.3. Hamsi etinde ve atiklarinda makro besin bilesenlerinin dagilimi

2.2.Balik Atig1 Proteinleri

Balik atiklarinda 6nemli miktarda protein bulundugu bildirilmektedir. Raghavan
(2008), balik atigindaki protein miktarinin baliktaki toplam proteinin %210-20'sine
kadar (agirlik / agirlik) bulunabilicegini bildirmistir. Baliktaki pullar ve deriye ek
olarak balik kemigi ¢ok iyi bir kolajen ve jelatin kaynagidir (Venugopal, 2009b).
Balik ve kabuklu deniz hayvanlari kas proteinleri sarkoplazmik, miyofibriler ve
stroma proteinleri olmak (zere {i¢ ana gruptan olusur. Sarkoplazmik proteinler (su
veya diisiik tamponlu ¢ozeltilerde ¢6zilebilir), sarkoplazmada mevcut olan, yaklasik
olarak toplam kas dokusu proteininin %15-35'ini kapsar. Bu proteinler esasen enerji
ile iligkili kreatin kinaz, aldolaz, gliseraldehit ve 3 fosfat dehidrojenaz gibi
enzimlerden olusur (Ladrat ve ark., 2003; Vareltzis, 2000). Tiirlere bagh olarak
miyoglobin ve hemoglobin gibi pigmentli proteinler suda ¢ozunir protein sinifinda
bulunabilirler. Sarkoplazmik proteinlerin igerigi ve bilesimi tiirler arasinda degisiklik
gosterebilir.Ornegin baz1 yumusakealarda hemoglobin yoktur (Belitz ve ark., 2004).
Ayrica, baliklar ve memeli sarkoplazmik proteinleri arasinda komposizyon icerikleri
bakimindan da farkliliklar goriilebilecegi bildirilmistir (Belitz ve ark., 2004).Ornegin
balik miyoglobini sistein amino asitini igerirken, buna karsilik memeli myoglobini bu

aminoasiti igermemektedir



Myofibriller proteinler, yiiksek tuzlu g¢ozeltilerde ¢oziinen yapisal proteinlerdir.Bu
proteinlerin oran1 balik kaslarindaki toplam proteininin  %65-75'ini  kapsar
(Venugopal, 2009b). Yapisal proteinler igerisinde en ¢ok orana sahip olan aktin ve
miyozin, kaslarin kasilmasindan sorumlu iki kas proteinidir. Myosin yapisal
proteinlerin %50 ile %58 arasinda kapsarken aktin %15-20 arasinda kapsamaktadir
(Vareltzis, 2000). Myosin iki agir (223 kDa) ve iki hafif zincir (22 ve 18 kDa) iceren
bliyiik bir molekiildiir. Molekiil hafif zincirleri iceren bolgeler ve agir zincirlerin
onemli bir kismi iki tane aymi kiiresel kafa yapisina sahiptir. Kuyruklar, agir
zincirlerin ¢ok uzun a-heliks olusturdugu birbirini saran sarmallar olustururlar (Sekil
2.4.A). Aktin iki sekilde olusur: kiiresel monomer G-aktin ve miyozine baglanan
biyiik bir polimer olan F-aktin dir. Ince filamentler kas kasilmasin1 diizenleyerek ¢ok
onemli bir rol oynar (Sekil 2.4.B). Diger kasilma ile iligkili yapisal ve diizenleyici
proteinler ve miyofibriler proteinleri, tropomiyozin, troponin, aktinin, desmin,

nebulin ve C ve M proteinleridir.

Ayosin bas:

Myvosin kuvruga

__pAa_

4&
My osin hafif zincirleri

{LC1. LC2) (A)

D] ]
S o
® © g o

Diiver Trimer

(B)

Sekil 2.4. Myosinin (A) (Blaber, M., 2001) ve aktinin (B) yapisal sekli (Anonim, (2006).)

Agirlikli olarak kolajen, geri kalan kismi elastin ve jelatinden olusan bag dokusu

veya stroma proteinleri, ortalama olarak toplam kas proteininin %3'Unl olusturur
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(Belitz ve ark., 2004; Venugopal, 2009b). Ancak, kopekbaligi, 151n ve kaykay gibi
kikirdakli baliklar, %10'a varan oranlarda bag doku proteinlerini icerebilirler. Balik
derisi, kemikler ve pullardaki kollajen, kas dokuda da, 6nemli bir yapisal proteindir
(Kim ve Mendis, 2006). Bu ii¢lii sarmal protein ve kismen hidrolize edilen sargili
form olan jelatin, polar olmayan glisin, valin, alanin, prolin ve hidroksiprolin amino
asitleri agisindan zengindir (Kim ve Mendis, 2006; Vercruysse ve ark., 2005).
Hidrofobik amino asitlerinden prolin, lipid peroksidasyonunun ve anjiyotensin
doniistiiriicii enzim (ACE)' in dnlenmesinde 6nemli rol oynar (Byun ve Kim, 2001;
Mendis ve ark., 2005).

2.3. Balik Protein Hidrolizat Uretimi

Hidroliz, su kullanilarak iki molekiil arasindaki baglantinin koptugu bir islemdir.
Proteinler, hidrolize edilirken daha kiiguk peptitlere ve serbest amino asitlere hidroliz
olurlar.Sekil 2.5’de bir dipeptitin iki serbest amino aside hidrolizi gdsterilmistir
(Anonim, 2009). Hidroliz islemine hammaddenin kompozisyonu, enzim tipi, su,
endojen enzimlerin inaktivasyonu, pH, sicaklik ve zamanin etkili olabilecegi One
surulmektedir (Kristinsson ve Rosco, 2000; He ve ark., 2003; Chalamioh ve ark.,
2012).

Protein
R aOH
—
HaN c—cC Amino asit yapisi
N
H o
H

R H R
H'\ | I /OH
M—C - C — N—C-—-C
| n | R
H o H (s ]
—g—

Peptid bad

Sekil 2.5. Bir dipeptitin iki serbest amino aside hidrolizi (Anonim, 2009)

Hidroliz hem kimyasal hem de enzimatik olarak gergeklestirilebilir. Kimyasal

hidroliz icin asit veya baz kullanirken, enzimatik hidroliz enzimler tarafindan
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katalizlenir. Kimyasal hidroliz, basit ve nispeten ucuz bir metot oldugu icin yaygin
olarak gida endiistrisinde uygulanmaktadir. Ote yandan, enzimatik hidroliz ile
karsilastirilagtirildiginda prosesi kontrol etmek genellikle zordur ve ayrica asir1 pH,
basing ve sicaklik kullanildigi i¢in besinsel kalite azalmakta ve tutarsiz fonksiyonel
Ozelliklere sebep olabilmektedir (Slizyte, 2004). Diger dezavantajlar: ise; sindirimin
ardindan nétralizasyon i¢in asirt miktarda NaCl kullanimi, esansiyel amino asit
triptofanin tahribati ve lezzet arttiricilar olarak hidrolizatlarin kisitli kullanimina
sebep olmasi sayilabilir (Hordur ve ark., 2000). Asit hidrolizi alkaliden daha
populerdir. Ciinkii alkali hidroliz igin kullanilan kimyasallar, ¢ogunlukla hidrolizin
besleyici degerine ve fonksiyonel Ozelliklerine olumsuz etki ederler. Enzimatik
hidroliz, hidrolizin besinsel kalitesi ve fonksiyonel ¢zellikleri bakimindan daha iyi
kaliteye sahip oldugu icin gelecekte daha popular olacag: diistiniilmektedir (Slizyte,
2004; Hordur ve ark., 2000).

[k ticari balik protein hidrolizatlar1,1940' larda Isveg'te kimyasal yontem kullanilarak
retilmistir (Kristinsson ve Rasco, 2000). Bu yontemde, balik proteini, yiksek
sicaklikta (121 °C) ve yiiksek basing (100 kPa) altinda asidik veya alkali muamele ile
degisken molekiiller agirliklarina sahip peptitlere bolunmistir (Sanmartin ve ark.,
2009). Kimyasal hidroliz, yiksek protein geri kazanimi, hizli isleme ve diisiik
maliyet nedeniyle her ne kadar daha populer olsada, bahsedilen fizikokimyasal ve
biyoaktif iglevselliklerinde zayifliga neden oldugu icin hidrolizat kalitesini kontrol
etmek oldukg¢a zordur. Bu dezavantajlar, kimyasal yontemle elde edilen protein
hidrolizatlarinin yiyecek, igecek ve ilag sektoriinde kullanimini 6nemli derecede
sinirlandirmaktadir. GUnumuzde kimyasal yontemle elde edilen hidrolizatlar,sadece
gubre (Kristinsson ve Rasco, 2000) ya da laktik asit bakterilerinin gelisimi i¢in azot

kaynag gibi diisiik degerli tirtinler igin kullanilmaktadirlar (Gao ve ark., 2006).

Balik isleme atiklart uygun sekilde ele alindiginda, yiiksek kaliteli balik unu, balik
yagl ve ensilaj yapilabilir. Balik protein hidrolizat Gretimi (FPH) ile elde edilen
hidrolizat geleneksel balik unu tiretimi ile karsilastirildiginda, birgok farkli amagla
kullanilabilecek 6zelliklere sahip bir iirtin elde edildigi i¢in katma degeri yiiksek bir

tirtin haline dondstiiriiliir (Hordur ve ark., 2000).
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Yiksek katma degerli protein hidrolizatlarin1 (PH) Gretmek igin iyi tanimlanmis
protein hidrolizatlar1 enzimatik yontemle iretilmistir. Proteinler kolaylikla hafif
sicaklik ve pH kosullarinda deaktive edilir. Ureticinin arzu edilen nihai iiriine dayali
en iyi UrlnG elde etmek i¢in farkli kaynaklardan gelen ¢esitli enzimlerin kullanimina
olanak saglanmaktadir (Pasupuleti ve Braun, 2010). Ornegin, enzimler sistematik
olarak amino asitleri N- veya C- ucundan ¢ikarmak i¢in kullanilabilir (Sanmartin ve
ark., 2009). Cizelge 2.4’ de kimyasal ve enzimatik hidrolizin karsilastiritlmasi
verilmistir.

Cizelge 2.4. Balik protein hidrolizati iiretiminde kimyasal ve enzimatik hidrolizin
karsilastirilmasi (Kristinsson ve Rasco, 2000; Sanmartin ve ark., 2009).

Hidrolizat Avantajlari Dezavantajlari

Yontemi

Kimyasal Yiiksek protein geri kazanim Acilik

Yontem Kisa iglem siiresi Koti fonksiyonel 6zellikler
(asit ve alkali) Diisiik isleme maliyeti Yiiksek tuz ierigi

Metallerin metal agindirmasi
Tepkimenin zor kontroll
lysino-alanin gibi toksik
maddeler olusturmasi
Insanlar tarafindan emilmeyen
D-amino asitlerin olusumu
Enzimatik Daha az ac1 hidrolizat iiretimi Yiiksek isleme maliyeti
Yontem Fonksiyonlarin ve Uzun islem siiresi
besleyici degerin korunmasi
Son tiriinde diisiik tuz igerigi
Homojen hidrolizat Gretimi

2.4. Enzimatik Hidroliz

Enzimler, aktivasyon enerjisini diislirerek hiicre i¢indeki kimyasal reaksiyonlari
hizlandiran biyokimyasal katalizorlerdir. Enzimler oldukca spesifik aktif bolgeler ile
substrat arasinda kompleks olustururlar. Enzim olmadan, reaksiyonun tamamlanmasi
¢cok uzun zaman alabilir ya da hi¢ yer almaz. Enzimler, gida endustrisinde istenilen
reaksiyonun katalizlenmesinde ve yliksek degerli liriinlere doniistiiriilmesinde biiyiik
oranlarda kullanilmaktadir (Hordur ve ark., 2000). Ornegin rennin enzimi sitten
peynir yapmak icin kullanilir. Proteolitik enzimler, ekonomik olarak en 6nemli
enzim gruplaridir (Hordur ve ark., 2000). Proteolitik enzimlere proteazlar,
proteinazlar ve peptitazlar da denir ( Neil ve ark., 2013). Ozelliklerine bagl olarak
proteolitik enzimler, degisen sekanslar ve uzunluklardaki peptitleri veren iki amino

asit arasindaki peptit bagin1 koparirlar. Endopeptitazlar, peptit zincirindeki peptit
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baglarin1 pargalayip biiyiik peptitler Uretirken, ekzopeptitazlar zincirin sonundaki
peptit baglarin1 pargalayarak dipeptitler ve serbest amino asitler olusturular ( Neil ve
ark., 2013). Enzimler, aym1 zamanda aktif baglanti bolgelerine goOrede
siniflandirilabilirler. Ornegin sistein endopeptitazlar, aktif bolgelerinde oldukga
reaktif bir sistein kalintist igerirler (Neil ve ark., 2013). Proteinlerin enzimatik
hidrolizi, zaten hammadde icinde mevcut olan endojen enzimlerle veya ticari
enzimlerin  eklenmesiyle  gergeklestirilebilir.  Endojen  enzimler, proteini
¢cozindurmeye ve hidrolizati arttirmaya yonelik ticari enzimlere gore daha fazla
hidroliz isleminde verimli olabilirler (Pastoriza ve ark., 2003). Karaciger ve bagirsak
gibi hammadde fraksiyonlar1 yuksek endojen proteolitik aktiviteye sahiptirler
(Hultman, 2004). Endojen ve ticari enzimlerin eszamanli kullanimi, daha yiiksek
hidrolizat verimlerinde tek basina ticari enzim kullanmasindan daha yiiksek verim
alinmasina sebep olabilirler (Slizyte ve ark. 2005). Bununla birlikte, ticari enzimlerin
tek basina kullanilmasi, elde edilecek Uriintn 6zelliklerini kontrol etmede daha etkili
olacaktir (Mohr, 1977). Kontrollii ve yeniden iiretilebilir islemler son derece
onemlidir ve bu nedenle hammadde tlriine gore endojen enzimler dnce etkisiz hale

getirilir ve ticari enzimlerin eklenmesi bundan sonra gergeklestirilir.

Proteazlar hayvan, bitki ve mikrobiyolojik kaynaklardan tiiretilmektedir. Baz1 bitki
kaynaklarindan ekstrakte edilen enzimler arasina papain, bromelain ve keratinaz
sayilabilir. Hayvanlardan ekstrakte edilen enzimler arasinda ise tripsin, kimotripsin,
pepsin ve renin sayilabilir. Bitki ve hayvan proteazlarinin pazardaki mevcut talebi
karsilayamamasi nedeniyle, mikrobiyal proteazlara olan talebin artmasi da s6z
konusudur (Rao ve ark, 1998; Kristinsson ve ark., 2000). Bakteriyel proteazlar
siklikla protein hidrolizatinin iiretiminde kullanilir. Bunlar esasen notr veya alkalidir
ve Bacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilirler. N6tr proteazlar, 5-8 pH araliginda
aktiftir ve diistik sicaklik toleransina sahiptir. Alkali proteazlar, 7-10 pH araliginda
aktiftir ve genis 6zgiillige sahiptir (Rao ve ark., 1998).

Protein hidrolizatlar iiretmek ic¢in ¢ok c¢esitli ticari enzimler kullanilmistir ve bunlar
alkalaz (subtilisin), bromelain, kimotripsin, katapsin, Corolaz 7089, Korolaz PP,
Denazyme AP, fisain (ficin), Flavourenzim, pankreatin, papain, pepsin, plazmin,
Protameks R, Proteinaz K, Proteks 6L, NOtraz, Seabzyme, termolizin, tripsin ve

birkag diger proteaz bitkilerden, mikroorganizmalardan ve hayvan dokularindan
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tiretilmistir (Hordur ve ark., 2000 ; Slizyt'e, 2004; Five, 2012; Carjaval., 2013;
Tveit, 2014; Hordur ve ark., 2000; Rustad ve ark., 2011). Alkalaz, deterjan
endiistrisi i¢in Novo Nordisk (Bagsvaerd, Danimarka) tarafindan gelistirilen Bacillus
licheniformis'den Gretilen bir alkali enzimdir. Bu enzimin, balik protein hidrolizatini
hazirlamak i¢in kullanilan en iyi enzimlerden biri oldugu kanitlanmistir (Sugiyama
ve ark, 1991; Benjakul ve ark., 1997). Shahidi ve ark. (1995), alkalaz tarafindan
tiretilen balik protein hidrolizatinin daha iyi fonksiyonel 6zelliklere, ¢ok iyi bir azot
verimi ile yiksek bir protein icerigine, kasin i¢erdigi amino asit kompozisyonuna
benzer ve notraz gibi diger enzimlere kiyasla daha yiiksek bir besleyici degere sahip
oldugunu belirtmislerdir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Balik protein hidrolizati tiretmek i¢in kullanilan enzimler (Vercruysse ve ark.,
2005; Xu ve ark., 2011)

Enzimler Orijini Ozgiinliik

Alkalaz Bacillus licheniformis
Dar, esas olarak hidrofobik
aminoasitler igin

Notraz Bacillus Dar, baslica Leu ve P igin
amyloliquefaciens

Papain Papaya Genis, endoproteaz

a-Kemotripsin Bovine pancreas Treonin, Triptofan,
Fenilalanin, L&sin C-
terminalinde

Flavourenzim Aspergillus oryzae Endoprotidaz ve

Ekzoproteaz karigimi

2.4.1.Enzimatik Hidrolizin Uretim Basamaklari

Enzimatik hidrolizle balik protein hidrolizati iiretiminde {i¢ ana islem basamagi
kullanilmaktadir. Bunlar; ©6n hidrolizasyon, hidrolizasyon ve geri kazanim
asamasidir. Sekil 2.6” da, enzimatik yontemle balik protein hidrolizati tiretmek igin

kullanilan akis diyagrami gosterilmektedir.
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- Protein Hidrolizat

On hidroliz Kiyma

Homojenizasyon

— Erymazsu=1:1 (w/w)

U

Enzmatilc Hidroliz

Farlklh Enzimler
E/8 oram: 360 .5-3 (w/w)
Proses zamani: 30-180 dak.

Hidrolizasvon {—}

Enzimlerin inaktivasyonu

Sicalclide 50 U0
Lsttma zamani: 20-30 dalc.

Santrifin

Hiz: 4000xe
Zaman: 30 dal.

Dondurarak krutma

Ballk protem hidrolizat tozun

Sekil 2.6. Enzimatik yontemle balik protein hidrolizati tiretmek i¢in kullanilan
akis diyagrami (He ve ark., 2013)

2.4.1.1 On Hidroliz

On hidrolizasyon basamaginin amaci, sonraki basamakta olan hidrolizasyon asamasi
icin homojen hale getirilmis diisiik yag icerigine sahip su-kiyma karigimlari
hazirlamaktir. Bu nedenle, hidroliz asamasindan once ticari enzimler eklenmeden,
kiytlmis hammadde su ile karistirilir. Bu, enzimlerin substrata kolay erigsmesini
saglar. Bu islem sediman fazindaki ¢oziiniir bilesenlerin geri kazanimini saglayarak

hidrolizat verimini artirir ve proteinin artmasina neden olur (Slizyte ve ark., 2005a;
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Slizyte ve ark., 2005b.) Slizyte ve ark., (2005b), kullanilan enzim tirtinden daha
ziyade fazla su eklemenin verimi daha iyi etkiledigini belirtmistir. Bunun olumsuz
tarafi,yag veriminin diismesi ve emiilsiyonun artmasina neden olmasidir (Slizyte ve
ark., 2005a; Slizyte ve ark., 2005b). Bununla birlikte, ilave edilen su daha sonra,
kurutma veya daha sonra konsantre etmek gibi suyun uzaklastirilmasi igin ek
islemlerin yapilmasini zorunlu hale getirmektedir. Bu sekilde, hidroliz maliyeti hem
endojen enzimlerin inaktivasyonuyla hem de su ve ticari enzimlerin eklenmesiyle
artar ve bu faaliyetlerin gerekliligi, arzulanan iirliniin kalitesiyle baglantili olarak
belirlenmelidir. Benjakul ve Morrissey (1997) adli arastiricilar, balik atiklar
ogiitildiikten sonra esit miktarlarla (agirlik/agirlik) su ile karistirilarak homojen bir
su-kiyma bulamaci elde etmislerdir. Arastiricilar iiriine daha fazla su eklemenin
protein geri kazanimmini arttirmadigini, ancak suyun azaltilmasmin protein

hidrolizatlarinin su ugurma oraninin azaltilmasina sebep olacagini 6ne siirmiislerdir.

2.4.1.2.Hidrolizasyon

Hidrolizasyon icin secilen enzim, 6n islem basamagindan sonra elde edilen sulu
bulamag icine homojen bir sekilde karistirilir. Isleme sicaklig1 ve pH, segilen enzimin
optimal degerlerine g0re ayarlanir. Hidroliz, yaklagik 30 dakika stre ile enzimleri 90
°C'de inaktif ederek son bulur. Balik protein hidrolizati iiretmek igin g¢esitli
caligmalarda kullanilan enzimlerin mensei ve 6zgilinligii Cizelge 2.6” da sunulmustur
(He ve ark., 2013)

Cizelge 2.6. Farkli baliklardan fakli enzimler kullanilarak elde edilen balik protein hidrolizat

uretimi
Balik Uygulanan Sonug Kaynaklar
Turleri  Enzim
Kopek  Alkalaz Enzimatik proses protein fonksiyonlarinin Diniz ve
baligi gelistirilmesinden sorumlu tutmustur. Martin, 1997
Bununla birlikte, asir1 Hidrolizasyondan
dolay1 fonksiyonel ¢zelliklerde azalma
goriillmiistiir
Kirmizi  Alkalaz 1. En yuksek Hidroliz Derecesine (HD) Gbogouri ve
somon ulasilmasina dayali optimum iglem sart1 ark., 2004

belirlenmistir. (E /S =%5.2, sicaklik 57 °C,
isleme siiresi 2 saat ve PH 8.0, HD
icin%17.2 idi) 2. En yiksek HD ile
hidrolizatlar en iyi ¢6ziiniirliige sahipti,
ancak yag baglama kapasitesi diisitk
cikmustir.
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Cizelge 2.6” nin devami

Pasifik  Alkalaz En yiiksek HD'ye ulasilmasina dayali Benjakul ve
mezgiti  Notraz optimal islem sart1 belirlendi. Alkalaz Morrissey,
kullanilarak: E/ S =20 AU/ kg 1997

hammadde, isleme siiresi 1 saat, sicaklik 55
°C substrat / tereyagi = 1: 1 (w/v)
Mersin  Alkalaz En yiksek HD'ye ulasilmasina dayali Ovissipour ve
balig1 optimal iglem sart1 belirlenmistir. E/S=0.1 ark., 2009
AU / g protein, 205 dakika islem siiresi, 55
°C sicaklik ve %61.96 en yliksek HD ile.
Ot Alkalaz Hidrolizatlarin diisiik HD'de yag baglama Wasswa ve
sazani kapasitesi ve emulsiyon yapma kapasitesi ark., 2007
daha iyi, yiksek HD kapasitesi daha iyi su
tutma Ozelligi géstermistir.
Ringa Alkalaz 1. Alkaliaz hidrolizatlarin papain Hoyle ve
Papain hidrolizatlarina gore ayn1 isleme Merritt, 1994
kosullarinda daha yiiksek HD bulunmustur.
2.Papain hidrolizatlar alkalaz
hidrolizatlardan daha ac1

Kapelin  Alkalaz 1. Alkalazla en iyi HD'yi elde edilmistir
Notraz 2. Et modeli sistemlerinde hidrolizatlarin Shahidi ve
Papain (%3'e kadar) eklenmesi pisirme veriminde ark., 1995

%4'liik bir artisa neden olmustur
ve %17.7 -%60.4 oraninda oksidasyon
inhibisyonu saglanmigtir

Dil a Kimotripsin ~ Metionin-Isolisin-fenilalanin-Prolin-Glisin-  Jung ve ark.,

balig1 Alanin-Prolin-Glutamikasit-L6sin' in bir 2006
peptiti, en yliksek ACE engelleyici olmustur.

Palamut Proteaz N Yaklagik 1400 Da agirligindaki molekiilli Wu ve ark.,

hidrolizatlar, daha guclu bir anti-oksidatif 2003
aktiviteye sahiptir
900 ve 200 Da'dan daha fazla.

Pepsin gibi pH degeri asidik olan enzimler diisiik pH da mikrobiyal biiylimeyi
engelleyebilir. Ancak asidik pH atmosferi asir1 hidrolizasyona sebep oldugu igin
proteinin geri kazaniminin diisiik olmasina, triptofan amino asitinin yikimina, zayif
fonksiyonel 6zelliklere ve besinsel kalitenin diisiik olmasina yol agarlar (Kristinsson
ve Rasco, 2000). Bu nedenle, optimum nétr seviyeye yakin pH degerine reaksiyona
sahip enzimler olan alkalaz, notraz ve flavourenzim ginimizde daha kapsamli
olarak kullanilmaktadir. Hayvansal veya bitkisel kokenli enzimlere kiyasla,
mikrobiyal enzimler daha avantajlidir. Teknik ve ekonomik agidan bakildiginda,
mikrobiyal enzimler 6rnegin alkalazin, balik proteinlerinden hidrolizat tretiminde

alkali pH'da calisan en verimli enzim oldugu bildirilmistir. Enzimler ve protein
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hidrolizatlarinin fonksiyonlar1 arasindaki etkilesimin ayrica balik turlerine gore

PO

degistigi saptanmistir (Herpvei ve ark., 2011).

Hidroliz isleminin etkinligini gosteren hidroliz derecesi (HD), peptit baglarinin
par¢alanma yiizdesi olarak tanimlanmistir. Simdiye kadar hidrolizasyonun en etkili
gostergesi HD(%) olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgulara
gore, protein geri kazanimi igin pargalanmis peptit baglarinin daha ylksek olmasi,
HD(%)’ nin yiikselmesine neden oldugu saptanmistir. Daha kii¢iik molekiil agirlhigina
sahip proteinlerin suda daha fazla ¢ozUndrligi, boylece hidrolizatin protein geri
kazaniminin artarak fonksiyonel 0Ozelliklerini daha kullanilir hale getirdigi
bildirilmistir. Kisaca yapilan ¢aligmalar, hidrolizatlarin fonksiyonel ozellikleri ile
HD(%) arasinda bir korelasyon olusturdugunu goéstermistir (Adler-Nissen, 1979;
Shahidi ve ark., 1995).

2.4.1.3. Geri kazanim

Hidrolizasyonun iiretim basamaginin son asamasinda, protein hidrolizatlari toz haline
getirilir. Balik protein hidrolizatlarinin sivi formlar1 yiiksek su igerigine sahip
oldugundan bakterilerin kolayca ¢ogalmasina olanak saglarlar ve bu nedenle ¢abuk
bozulabilirler. Balik protein hidrolizatlarinin toz hali, tasimas: daha hafif ve kolay
olmasi agisindan sivi formdan daha uzun sire saklanabilirler. Geri kazanim igin sivi
hidrolizat soliisyonu 20 dakika boyunca 4000 g'de santrifiij edilerek ti¢ faza ayrilir:
istte yag tabakasi, hemen altinda hafif protein lipit tabakasi ortasinda hidrolizat
sollisyonu ve altta bir yar1 kat1 katman bulunmaktadir (He ve ark. 2003). Sekil 2.7’
de sivi protein hidrolizat1 elde edildiginde ortaya ¢ikan fazlar gosterilmistir

(Kristinsson ve Rasco, 2000).
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Sekil 2.7. Stvi protein hidrolizati elde edildildiginde ortaya ¢ikan fazlar (Kristinsson
ve Rasco, 2000)

Liaset ve ark., (2000), notraz, alkalaz, pepsin ve kojizyme kullanarak dort farkli
enzimle Gadus morhua ve Salmo salar balik gévdelerinden protein hidrolizati
Uzerine arastirma yapmiglardir. Calismada, 120 dakika hidroliz sonrasinda alkalaz ile
isleme tabi tutulan somon ve pepsin ile isleme tabi tutulan morina igin sirasiyla

%67.6 ve %64 ile en yiiksek protein geri kazanimi elde edilmistir.

Shahidi ve ark., (1995), alkalaz, nétraz ve papain kullanilarak kapelin (Mallotus
villosus)' den protein hidrolizatinin ekstraksiyonu {izerine arastirma yapmislardir.
Ekstraksiyon solusyonu ayrica otolitik hidrolize tabi tutulmustur. Elde edilen
sonugclar, otolitik hidroliz verimi ile karsilastirildiginda ticari enzimlerle elde edilen
protein geri kazanimlarinin %22.9 %51.6-70'e ulastigin1 ortaya koymustur. Alkalaz

hidrolizi, diger enzimlere kiyasla en yiiksek protein geri kazanimini gostermistir.

Endojen enzimlerin, suyun, alkalaz ve lesitaz ultra enzimlerin baslangictaki
inaktivasyonunun morina (Gadus morhua) protein ve yaginin verimi {izerindeki
etkileri Slizyte ve ark. (2005a) tarafindan arastirtlmistir. Sonuclar, hammaddenin ilk
1sitmasinin bilesimini degistirdigini ve endojen enzimleri inaktive ettigini ortaya
koymustur. Balik protein hidrolizatinin verimi, fosfolipitler ve diger polar lipitler
gibi yiiksek lipit miktarlarina sahip bulunmustur. Arastirmada alkalaz, su ilavesi ile

kaliteli protein ve yag tiretmistir.

Guerard ve ark., (2001), sarikuyruk orkinos (Thunnus albacores) atiklarindan alkalaz

enzimi kullanarak protein hidrolizati elde etmislerdir. Dondurularak kurutulmus
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protein hidrolizatinda, E. coli, L. casei, S. Cerevisiae, S. odorus, P. roqueforti ve A.

niger gibi mikrobiyal kilturler azot substrat1 olarak kullanilmgtir.

Enzmatik hidroliz, diisiik ticari degere sahip olan, ancak Diniz ve ark., (1997),
tarafindan yiiksek kaliteli protein i¢in potansiyel bir kaynak olan Atlantik dikenli
kopekbaligi  (Squalus acanthias) iizerinde gergeklestirilmistir. Kopekbaliklar
atiklarindan protein ekstraksiyonu i¢in optimize edilmis degiskenler, 35 °C'lik bir
sicaklik, 23.8 saatlik reaksiyon siiresi, 171 rpm'lik donls hiz1 ve %1.5'lik bir enzim:

substrat oran1 olarak bulunmustur.

Baek ve ark., (1995), alkali proteaz kullanarak tatli su 1stakozu isleme yan
urinlerinin proteinlerinin ekstraksiyonu Uzerine arastima yapmislardir. Enzimatik
hidroliz i¢in en uygun kosullar, 65 °C'lik bir sicaklik, 8-9'luk pH, 2.5 saatlik
reaksiyon suresi ve %0.3'lik bir enzim konsantrasyonu bulunmustur. Maksimum

protein verimi %75 olarak belirlenmistir.

Aspmo ve ark., (2005), morina (Gadus morhua) icorganlari, endojen enzimler tek
basina ya da yedi farkl ticari proteazlardan biri ile kombinasyon halinde (Alkalaz
2.4L, Notraz 0.8L, Protameks TM, Papain, Bromelain, Aktinidin ve bir bitki proteaz
karigimi) hidroliz etmislerdir. Hidroliz reaksiyonlari, taze eritilmis i¢ organ baslangi¢
sicaklik gradyani kullanilarak ve enzimlerin 1s1 inaktivasyonu ile g¢esitli zaman
noktalarinda sona erdirilmistir. Hidrolizatlar ¢6zunebilir kuru madde (DM),
bulaniklik, amino gruplarinin konsantrasyonu ve peptit molekiil agirligi dagilimi ile
incelenmistir. Calisma sonucunda, ylksek konsantrasyonda alkalaz ile hidrolizlerde
% 95'e yaklasan en yiiksek ¢oziiniir kuru madde verimi elde edilmistir. Ayrica, 24
saat sonra hidrolizatlarin sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elekroforezi (SDS-
PAGE) analizlerinde, Alkalazin hidrolizatta en giiglii enzim oldugu bulunmustur
(Sekil 2.8). Bromelain, Papain ve Supermiks de daha biylk proteinlerin

indirgenmesinde etkili oldugu goriilmiistir.
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2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sekil 2.8. Hidrolizat SDS—PAGE

Her oyuga toplam 7.5 ml hidrolizat uygulanmistir. Serit 1, 6énceden hazirlanmis
Invitrogen Benchmark TM markéruni(bantlardaki proteinlerin molekul kutleleri
gosterilir). Serit 2, hidrolize edilmemis morina i¢ organ proteinlerini
gostermektedir. Serit 3, sadece endojen enzimlerle 24 saat sonra (Qretilen
hidrolizat1 gostermektedir. Serit 4-10, Alkalaz (4), Nétraz (5), Protameks (6),
Bromelain (7), Papain (8) ve Bitki supermix (9) ve Actinidin (10) ile 24 saat sonra
hidrolizatlardir.

Roslan ve ark., (2015), tarafindan tilapia baliklarinin (Oreochromis niloticus) fileto
haline getirmek i¢in islenmesi sirasinda deri, kemik, pul, kafa ve kuyruk gibi ¢esitli
yan urunleri hidrolizat tozu (TBHP) ile yararli fonksiyonel &zelliklere
doniistiiriilebilmistir.  TBHP'nin  molekiiler  agirliklarin =~ SDS-PAGE  ile
karakterizasyonu, alkalaz enziminin 120 dk icinde kicuk boyutlu peptitler
iretebildigini gosteren 3.5 - 26.6 kDa arasinda gii¢lii bantlarin varlig: ile gostermistir
(Sekil 2.9). Bir¢ok calisma, alkalazin yiksek oranda hidrolizle disiikk molekiil
agirlikli peptit Gretme kabiliyetini gostermistir (Benjakul ve Morrissey, 1997; Liaset
ve ark., 2000; Lalasidis ve ark., 1978). Bhaskar ve ark.(2008)’a gore, yuksek besin
degeri olan balik protein hidrolizati, diisitk molekiil agirlikli peptit bakimindan

zengin olmalidir.

Yoon ve ark., (2015), O. keta ve O. gorbuscha karaciger ekstraktini, piyasada
bulunan dort farkli ticari enzimi kullanarak 1 saat hidroliz etmislerdir. Protameks /
alkalaz kompleksiyle elde edilen HD(%)'ler O. keta ve O. gorbuscha i¢in sirasiyla
%21.7 ve %23.4 olarak bulunmustur.
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26.6 kDa — Fosfat izomeraz

17 - kDa }-ﬁ}fugohh |
14.2 kDa — Alfa lactalbumin |

cdl-ll

6.5 kDa — Aprotinin

3.5 kDa — insilin zincir B [ )

J“ o Hedeflenen peptid

‘standart Tilapva atik
hidrolizat
Sekil 2.9. TBHP'nin molekiiler agirliklarinin SDS-PAGE ile karakterizasyonu

HD degerleri, diger proteolitik enzimler icin %20 ‘den daha diisiik elde edilmistir.
Enzimler olmadan, HD(%) degerleri %8.9-10.5 araliginda bulunmustur. Enzim tipi
ve hidroliz kosullar1 nihai {iriin verimi lizerinde belirgin etkilere sahiptir. Elde edilen
¢ozinlir proteinin en yiiksek geri kazanimlari, Alkalaz kullanilarak 50 °C'de hidroliz
ile pH 7.0" de elde edilmistir (Cizelge 2.7 ve Cizelge 2.8).

Cizelge 2.7. O. keta ve O. gorbuscha den elde edilen protein hidrolizatlarinin hidroliz
derecesi (%HD)

Kontrol Flavourenzim Protameks Notraz Alkalaz  Protameks

+Alkalaz
O.keta 10.5 13.2 14.4 15.8 14.8 21.7
O.gorbuscha 8.9 15.7 17.1 17.5 18.5 23.4

Cizelge 2.8. O. keta ve O. Gorbuscha karaciger verim, protein konsantrasyonu ve (%HD)

Turler Enzim Verim Protein Hidroliz
uygulama (%) konsantrasyonu(mg/ml) derecesi(%)

O .keta 1 21.7 20.6+0.1 14.4

2 13.2 22.9+0.7 21.7

0.gorbuscha 1 195 23.6x0.7 171

2 26.5 26.8+0.4 23.4

Baharuddin ve ark., (2016), yilanbalig1 protein hidrolizatinin (EPH) farkli hidroliz

derecesinin (HD) etkisini arastirmiglardir. Hidroliz icin, Bacillus licheniformis
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susundan elde edilen bakteriyel bir endoproteinaz olan alkalaz kullanilmistir (2.4 Au
/ g ve yogunluk 1.18 g/ ml). EPH'nin alkalaz ile hidrolizi sirasiyla 120, 180 ve 300
dakika hidroliz zaman1 i¢in %36,%48 ve %69 hidroliz derecesine neden oldugu

bulunmustur.

Ko¢ (2016), hamsi (Engraulis encrasicolus) eti ve isleme atiklarin1 Alkalaz® enzimi
kullanarak ti¢ farkli siirede (1, 2 ve 3 saat) protein hidrolizine tabi tutmus; elde edilen
hidrolizatlarin besleyici, fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklerini incelemistir. Hamsi eti
hidroliz dereceleri; 1, 2 ve 3 saatlik hidroliz siirelerine gore sirasiyla %56.7£0.3,
%64.3+0.8, %67.3+0.7 olarak tespit edilirken, atik Orneklerinde bu degerler
%73.5+£0.7, %78.0+0.7 ve %79.9+0.7 seklinde ve daha yiliksek bulunmustur.
Arastici, hidroliz derecesi 6zelligi lizerine materyal tipi ve hidroliz siireleri arasinda

o6nemli derecede (p<0.05) interaksiyon oldugunu tespit etmistir (Sekil 2.10)

85
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75

£
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65
&0

Hidroliz Derecesi (%)

55
50
0 1 2 3 4
Hidroliz Siiresi (Saat)

o Et @ Atk

Sekil 2.10. Hidrolizatlarin hidroliz siireleri bazinda hidroliz dereceleri(%)

2.4.1.4. Cevap Yuzeyi Yontemi (Responce Surface Methodology)

Cevap yuzeyi yontemi (CYY), bir cevabin bir¢ok degiskenle degistigi ve amacin bu
cevabr optimize etmek oldugu herhangi bir problemin analiz ve modellenmesinde
kullanilan istatistiksel bir yontemdir. CYY cok degiskenli deneylerde bagimsiz
degiskenleri parametre veya faktdr, bagimli degiskenleri tepki veya ¢ikt1 olarak
degerlendirmektedir. CYY ile birden fazla bagimsiz degiskenin tepki iizerine olan
etkisi belirlenmekte ve optimum c¢alisma kosullarinin hatasiz bir sekilde secilmesi

saglanmaktadir (Neter ve ark., 1999;Myers ve ark., 2002;). Bu yéntemde, proses icin
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uygun optimum kosullar belirlenerek istenilen 06zellikte Griin elde edilmesi
amaglanmaktadir (Tzia, 2003). Cevap Yyizeyi modellerinde yiiriitiilecek deney sayisi,
modeldeki faktor sayisina ve degisken sayisina bagl olarak segilecek polinomlarin
dereceleri kistas alinarak belirlenmektedir (Nakai ve ark.,2006). CYY’nin en 6nemli
avantaj1 istatistiksel degerlendirme i¢in gerekli deney sayisim1 en aza indirmesidir.
Ayrica diger tekniklere gore daha hizli sonu¢ vermekte ve daha diisiikk maliyetle
gerceklestirilebilmektedir (Bas, 2006). EndUstriyel uygulamalarda yer alan enzimatik
modifikasyon islemlerinde iirtin kalitesini arttirmak ve maliyeti diisirmek amaciyla

cesitli optimizasyon modelleri uygulanmaktadir (Xu, 2003).

Proseslerde Olculmek istenen cevap fizerine etki eden ¢ok sayida degisken
bulunmaktadir. CYY kullanilirken cevap lizerine en fazla etki ettigi diistiniilen
degiskenlerin seg¢ilmesi, en dogru sonuglarin alinmasi agisindan Onemlidir.
Degiskenlerin se¢iminden sonra On denemeler ve literatiir arastirmasi ile bu
degiskenlerin dlgiilebilecekleri deger araliklari belirlenmektedir. Daha sonra proses
icin en uygun model denkleminin secilmesi gerekmektedir. Model denklem, 6l¢ilen
tepkiyi proses degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak ifade etmektedir. CYY’de
kullanilan model denklemler birinci veya ikinci dereceden olabilmektedir. CYY ile
yapilan ¢alismalarda daha ¢ok ikinci dereceden model denklemler tercih edilmektedir
(Myers ve ark., 2002; Kent, 2008 ).

Modern anlamda cevap ylzeyi yonteminin temelleri Box ve Wilson tarafindan
atilmistir. Cevap ylizeyi yontemine Box ve Wilson“in katkilar1t Myers ve arkadaslar
tarafindan,
v'Deney tasarimlarinin cevap yiizeyi yonteminin i¢ine alinmasi,
v Optimum noktalarin belirlenmesi ve degisik deney tasarimlarina
iliskin performans karsilastirma fikrinin ortaya atilmasi,
v'Optimizasyon tekniklerinin cevap yiizeyi yonteminin igine girmesi ve
en 1iyi noktalarin bulunmasinda en hizli ¢ikis yOnteminin
benimsenmesi,
v'Merkezsel bilesik tasarimlarin istatistik literatlirine kazandirilmasi

olarak verilmistir (Myers ve ark., 1981).
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Bas (2010) tarafindan belirtildigine gore; cevap ylizeyleri 1990°l1 yillardan sonra
cesitli uygulama alanlarinda kullanilmistir. Bu ¢alismalardan bazilari,
v'Tip, kimya ve ilag sanayisi (Yin ve Carter 1996, Hasmann ve ark.,
2003, Kong ve Lee 2006),
v'Gida sektorii (Gomes ve Malcata 1998),
v Bilgisayar ve otomotiv sektdrudir (Amago 2001, Kaymaz ve
McMahon 2005, Bucher ve Most 2008).

2.4.1.4.1. Balik Protein Hidrolizatlarimin CevapYiizey Yontemi ile
Optimizasyonu

Nilsang ve ark. (2005), Flavourenzim ™ ve Kojizyme kullanarak konserve balik
endiistrisinin atiklarindan balik protein hidrolizati (FPH)’ n1 tiretilmiglerdir. Hidroliz
sartlari, Cevap Ylzeyi Yontemi (CYY) kullanilarak optimize edilmistir. Model
denkleminde sicaklik (T), zaman (t) ve enzim konsantrasyonunun (E) etkileri 4x5x6
optimize tam blokta faktoriyel tasarim (RCBD) kullanilarak hidroliz derecesi (%HD)

tizerine test edilmistir (Cizelge 2.9).

Cizelge 2.9. Optimizasyon deneylerinde kullanilan faktorler ve kosullar

Faktorler Kodlar Kosullar
Sicaklik (C) e 45, 50, 55 ve 60
Enzim Konsantrasyonu (%)* x> 1,2,3,4,veb
Hidroliz suresi (s) X3 1,2,3,4,5ve6

Substrattin kuru agirligina gore proteinin grami

Calisma sonucunda, flavourenzim ig¢in optimum enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu, sicaklik ve hidroliz zamani igin degerler sirasiyla 50 LAPU / ¢
protein,%20 , 45 °C ve 6 saat olarak bulunmustur (LAPU: Leucine Amino peptitase
Unit). Bu degerler Kojizyme igin sirasiyla 40LAPU / g protein, %20 , 50 °C ve 6 saat
olarak tespit edilmistir. Calismada, hidrolizatin ac1 tadinin olugmasina sebep olan,
Ornegin hidroliz islemi sirasinda triptofan gibi, bazi amino asitlerin olusumunu
arttirdign  bulunmustur. Buna karsilik, aci-tadi veren bu amino asitler

Flavourenzim'de ise bulunamamustir.

Bhaskar ve ark. (2008), Hindistan'in bir tatlisu sazani olan Catla (Catla catla) 'nin i
organ atiklarindan protein hidrolizati hazirlamislardir. Balik icorgan atiklarindan

protein hidrolizatlar1 hazirlamak i¢in hidroliz kosullar1 (zaman, sicaklik, pH ve enzim
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substrat seviyesi) optimize faktoriyel tasarim (CRFD) kullanilarak Cevap Ylzey
Yontemi (CYY) ile optimize edilmistir. Dort farkli faktor (pH, sicaklik, zaman ve
enzim substrat dizeyi) ti¢ esit mesafede (-1, 0 ve +1) calistirilmistir. Hidroliz
derecesi ise, cevap degiskeni olarak (Y) belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler olarak
gozlenen HD degerlerine sicaklik (X1), zaman (X2), enzim substrat seviyesi (X3) ve
substratin (X4) pH'sinin alkalaz ile hidrolize etkisi Cizelge 2.10° da sunulmustur.

Cizelge 2.10. Yanit degiskeni olan hidroliz derecesi (HD, Y) i¢in gézlenen degerlerle birlikte
bagimsiz degiskenlerin gercek diizeyleri

Run# X1 X2 X3 X4 Y

1 35 45 0.50 7 34.23
2 35 45 1.00 9 40.36
3 35 45 1.50 8 42.36
4 35 105 0.50 9 45.32
5 35 105 1.00 8 47.36
6 86 105 1.50 7 43.00
7 38 165 0.50 8 42.45
8 35 165 1.00 7 40.36
9 35 165 1.50 9 41.97
10 45 45 0.5 9 43.26
11 45 45 1.00 8 45.12
12 45 45 1.50 7 44.32
13 45 105 0.5 8 47.56
14 45 105 1.00 7 42.36
15 45 105 1.50 9 47.00
16 45 165 0.5 7 43.68
17 45 165 1.00 9 47.36
18 45 165 1.50 8 48.42
19 45 165 0.5 8 42.53
20 55 45 1.00 7 39.56
21 55 45 1.50 9 44.21
22 55 105 0.5 7 43.25
23 55 105 1.00 9 48.35
24 55 105 1.50 8 49.65
25 55 165 0.5 9 46.35
26 55 165 1.00 8 49.04
27 55 165 1.50 7 47.13

X1: sicaklik, X2: zaman, X3: enzim, X4: pH, Y: hidroliz derecesi (%)

I¢ organ atik proteinlerinin Cevap Yiizeyi grafigi, enzim-substrat seviyesi %1 ve pH
8 seviyesinde iken sicaklik ve zaman fonksiyonu olarak (Sekil 2.11(A) HD(%)nin
6nemli Olctde azalmadan 6nce %50'ye kadar yiikseldigini gostermektedir. Benzer
sekilde, substrat pH'inda 8.5' e kadar bir artis oldugu ve (Sekil 2.11(B) Sekil 2.11(C))

135 dakikalik bir hidrolizde azaldigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, arastiricilar

26



tarafindan HD(%)’ nin %1.5 enzim seviyelerinin Uzerinde duragan faza girdigi
belirlenmistir (Sekil 2.11(D)).

LR\ Y

Sekil 2.11. Igorgan atigmin alkalaz ile hidrolize edilmesi sirasinda HD'nin tepki yiizeyi
grafigi A) sicaklik ve zamanin bir fonksiyonu olarak, B) sicaklik ve pH’in bir
fonksiyonu olarak, C) zaman ve sicakligin bir fonksiyonu olarak ve D) zaman ve
enzim konsantrasyonunun fonksiyonu olarak

Optimizasyon calismasi sonucunda, alkalaz enzimi kullanarak optimum hidroliz
derecesi(%) elde etmek icin kosullar 50 °C sicaklik, 135 dak zaman, substratin pH

degeri 8.5 ve enzim konsantrasyonu %1.5 olarak saptanmustir.

Ji ve ark., (2015) kucik sar1 iskine baligi (Pseudo sciaenapolyactis)’ nin enzimatik
hidrolizi, Cevap Yizeyi Yontemi kullanilarak ii¢ farkli ticari gida sinifi proteazla

gerceklestirilmistir (Cizelge 2.11 ve Cizelge 2.12).
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Cizelge 2.11. Hidrolizatlarin ¢esitli proteazlarla hidroliz derecesi

Proteazlar Optimal Hidroliz Kosullari HD(%0)
Alkalaz pH8.0, 55°C 29.31
Protameks pH7.0, 55°C 28.60
Papain pH7.0, 50°C 30.47

HD(%) proteaz tarafindan boliinen peptit baglarinin yiizdesi olarak belirlendigi i¢in
yiuksek HD(%) ile hidrolizatlarin daha diisik molekiilli peptitler igerdigine
inanilmaktadir (Alder-Nissen, 1979). Calismada ylksek HD(%) degeri (%30.47)
papain enzimi ile 4 saatlik hidrolizasyon sonucunda elde edilmistir. Ug hidrolizatin
HD(%) duzeyleri papain hidrolizat>alkalaz hidrolizat>protameks hidrolizat olarak
siranlanmistir(Cizelge 2.11)

Cizelge 2.12. Bagimsiz degiskenler ve merkezi kompozit dénebilen tasarim (CCRD)’ 1n igin
kullanilan diizeyleri ve enzimatik 6n-muamele kosullarinin optimizasyonu

Duzeyler
Bagimsiz Degiskenler Semboller -1 0 1
Zaman (S) X1 3 4 5
Enzim Konsantrasyonu (%) X, 0.2 0.3 0.4
Sicaklik (oC) X3 50 55 60
Et/su Orani (w/v) X4 1:3 14 15

Modelden, optimize edilmis kosullar Cizelge 2.13°de goriildiigii sekilde elde
edilmistir. Hidrolizatin maksimum HD(%) degeri, 3.89 saat, %0.22 enzim
konsantrasyonu, 6rnek/ su oran1 1: 5 ve 57.75 °C saptanmistir. Optimum kosullar
altinda maksimum HD'nin cevab1 %49.37 olarak ongoriilmiistiir. Calisma, tahmini
HD(%) degeri ile deneysel HD(%) degerinin benzer oldugu, modelin deneysel

sonuclarin belirlenmesinde gercekei ve kuvvetli sonuglar verebildigini gostermistir.

Cizelge 2.13. Optimum hidroliz kosullari, RSM i¢in tahmini ve deneysel HD(%)

Optimum kosullar HD (%)
Zaman Enzim Sicakhik  Et:suoram  Tahmini Deneysel
(s) konsantrasyonu (%) (C) (wiv) deger deger
3.89 0.22 57.75 1.5 49.37 49.50
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2.4.1.4.2. Box Behnken Dizayni

Ikinci derece model parametrelerinin tahminlenmesinde kullamilan {i¢ seviyeli
tamamlanmamis (incomplete) cok etkenli tasarimlardan, donersel tasarimlarin bir
cesidi olan Box-Behnken tasarimlart 1960 yilinda Box ve Behnken tarafindan
gelistirilmistir. Box-Behnken tasarimlarinda her bir etken ii¢ diizeye sahiptir. Box-
Behnken tasarimlar1 34 merkezsel bilesik tasarimlara kiyasla daha ekonomik bir
tasarim smifidir (Koksoy, 2001). Box-Behnken tasarimlarinin avantajlarindan bir
tanesi kiiresel bir tasarim olmasi ve sadece li¢ diizeyde verilere sahip olmasidir. Box-
Behnken tasarimlari, tamamlanmami bir blok tasarimin (incomplete block design)
uygun bir sekilde iki dizeyli ¢ok etkenli bir tasarimla birlestirilmesi sonucunda
ortaya ¢ikarlar (Sehirlioglu, 1997).

Box-Behnken dizaynina gére CY'Y iki basamaktan olusur; birinci basamakta tepkinin

degiskenlere bagli fonksiyonu birinci dereceden bir polinom ile ifade edilir:

y=p0+pB1 xI +P2x2+.... Bk xk +&  (2.1)

Bu dizaynina gore belirlenen kosullarda deneyler yapilarak elde edilen cevaplar en
kiiciik kareler yontemi ile polinoma uygulanir. Bu basamakta amag¢ optimuma en

yakin bolgeyi belirlemektir.

Daha sonra optimuma yakin olarak belirlenen bolge dikkate alinarak tepkinin

degiskenlere bagli fonksiyonu i¢in ikinci dereceden bir polinom tiiretilir:

y=PpO+ZBixi + T PiixiH TIPijxixj+e (2.2)

Yine Box-Behnken dizaynina uygun sekilde belirlenen kosullarda deneyler
gergeklestirildikten sonra polinomun katsayilart1 en kiiciik kareler yontemi ile
belirlenir. Bu polinomun dogrulugu istatistiksel analizlerle test edildikten sonra
bilgisayar yazilim programi kullanilarak cevap yuzeyi ve kontur grafikleri gizilir.
CYY yoOntemi, prosesi etkileyen parametreler arasinda etkilesim olup olmadigini,
varsa hangi etkilesimin daha baskin oldugunu, prosesin hangi optimizasyon

parametresine daha duyarli oldugunu belirleyebilen ve bu avantajlarindan dolay1 da
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siklikla her alanda (gidadan, ayirma proseslerine, ugak dizaynina kadar hemen her
prosesde) kullanilabilen bir istatistiksel yontemdir (Bas 2010). En 6nemli
avantajlarindan biri de belirlenen optimum kosullarin endiistriye uygulanabilirliginin
olmamasi durumunda, endiistride bu kosullara en yakin durumun uygulanmasi
sonucunda elde edilecek proses verimini ek deneyler yaparak dogrulanmasina gerek
kalmaksizin  gdsterebilmesidir. Yontem Box-Behnken dizayniyla beraber
kullanildiginda prosesin dondiiriilebilirligi de saglandigindan, sistemdeki varyansin
da sabit kalmasi saglanabilmektedir. Bu yontem ii¢ bagimsiz degiskenle ¢alisilabilen
bir yéntemdir (Eryilmaz,2016). Box-Behnken dizaymi biitiin noktalarin yarigapt V2
olan bir kiire lizerinde oldugu kiiresel bir dizayndir (Sekil 2.12). Kibik bolge her bir
degiskenin alt ve st sinirlar1 tarafindan olusturulur. Kiipiin i¢indeki noktalar,
prosesin fiziksel kisitlamalarindan dolayr uygulanmasi imkansiz veya ¢ok yiiksek
maliyetli olan faktor-seviye kombinasyonlarini ifade ettiginde avantajli bir
yontemdir. Bu dizayn olusturulurken bagimsiz degiskenlerin belirlenen bir noktasi
merkez secilir ve bu nokta dizaynda O noktasini temsil eder. Bu degerden esit
uzaklikta (+5 ve -5 veya +10 ve -10 aralig1) bulunan noktalar ise +1 ve -1 degerleri
ile belirtilir (Sekil 2.12). Sistemin dondiiriilebilir olmasi i¢in de genellikle {i¢ veya
bes tane deney merkez noktasinda gergeklestirilir. Bu deneylere merkez deneyleri ad1

verilir (Bas,2010; Degirmencioglu ve Yazgi, 2006; Kog ve Ertekin,2009).

0,11
0
1,1,0 A
WO 1,10
1,-1 |
_.ﬂ 1,0.-1
1,0,-1 -
. 1,11 O
o i g

E (.‘-"bé & ’

& . 1,-1,0
Factor A 0,-1,-1

Sekil 2.12. Box-Behnken dizayn sinirlar1 (https://develve.net/Box-Behnken%20design.html)

Model dizayn cevap yiizey yontemiyle birlikte kullanilacaksa, genel prosediir cevap

ylzeyi yonteminin ilk asamasinda belirlenen {i¢ parametrenin optimum bolgesini
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tireten degerlerinin merkez nokta olarak secilmesi ve deneyi yapan kisinin
Ongoriisiine bagl olarak araligi belirlemesidir. Sonugta Cevap Yizeyi Yonteminde
kullanilabilecek ii¢ degiskenli ve ii¢ merkez deneyli bir Box-Behnken dizayni
Cizelge 2.14’deki gibi elde edilecektir.

Cizelge 2.14. Ug Degikenli Box-Behnken Dizayni

X1 X, X3 Deney Sayisi
-1 -1 0 1
+1 -1 0 1
-1 +1 0 1
+1 +1 0 1
-1 0 -1 1
+1 0 -1 1
-1 0 +1 1
+1 0 +1 1
0 -1 -1 1
0 +1 -1 1
0 -1 +1 1
0 +1 +1 1
0 0 0 3

2.5. Protein Hidrolizatinin Besinsel Komposizyonu

Balik protein hidrolizatlarinin kimyasal bilesimi insan sagligi bakimmdan 6nemlidir.
Cizelge 2.15° de gesitli balik kaynaklarindan iiretilen balik protein hidrolizatlarinin
bilesimlerini gostermektedir (Chalamaiah ve ark. 2012).

Cizelge 2.15. Cesitli balik kaynaklarindan tiretilen balik protein hidrolizatlarinin bilesimleri

Balik Tiirleri Protein  Yag Nem  Kil Kaynaklar
ve bilesenleri (%) (%) (%) (%)
Clupea Hoyle ve
harengus Merritt
Protein hidrolizi  Ham protein A 87.9 4.0 4.7 125 (1994)
P 85.3 4.7 4.8 9.6
Ringa pres
keki A 82.3 3.7 3.9 13.3
P 83.4 3.6 3.2 9.9
Ethanol
ekstraktiringa A 83.7 1.8 3.3 12.0
P 85.7 0.9 3.9 7.5
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Cizelge 2.15 in devami

Merluccius
kat1 atik
hidrolizat

Clupea
harengus
protein
hidrolizati

Clupea
harengus atig1
hidrolizat

Salmo salar
bag1 protein
hidrolizat1

Tuna atig1
protein
hidrolizati

Oncorhynchus
nerka basi
protein
hidrolizati

Alkalaz
Flavourenzim
500L
Palataz 2000L
Proteks 6L
GC 106
Notraz
Sardinella
aurita atigi

protein
hidrolizati

82.25

77.0

HBH 87
HHH 85.2

HGH 77

82.3

66.40

63.3

62.8

62.3

63.6

64.8

64.8

FPH1

75.01

FPH2 72.99

FPH3 73.05

3.94

0.77

0.4

1.2

15

0.8

2.37

23.7

245

23.9

23.1

22.6

22.5

8.53

10.21

10.29

- 13.82
3.98 21.7
3.0 10.1

35 10.1
6.2 15.3

53 10.4
7.25 2504
5.9 7.1
5.0 7.7
6.1 7.7
6.2 7.1
5.6 7.2
5.7 6.9
135 1481

2.83 13.06
4.56 12.10

Benjakul ve
Morrissey
(1997)

Liceaga-
Gesualdo ve
Li-Chan
(1999)

Sathivel ve
ark. (2003)

Gbogouri ve
ark. (2004)

Nilsang ve
ark. (2005)

Sathivel ve
ark. (2005)

Souissi ve
ark. (2007)

FPH = Balik protein hidrolizati; A = Alkalaz; P = Papain; ; HBH =Ringa vuciit hidrolizati,
HHH =Ringa viicut hidrolizati, HGH =Ringa gonad hidrolizati;

Kog¢ (2016), siv1 hidrolizatlarda yiiriitiilen makro besin bilesenleri analizlerinde; et
materyalde en diisiik kurumadde (KM) degeri (%7,70) 1 saatlik hidrolizde, en yliksek
KM degeri (%8,84) 3 saatlik hidrolizde elde etmistir. Atik hidrolizatlarinda en kiiciik
KM degeri (%7,5) 1 ve 2 saatlik hidrolizlerde, en yiiksek KM degeri (%38,3) ise 3
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saatlik hidrolizde elde etmistir. Et drneklerinin kurutulmus hidrolizatlarinda ise en
kicguk (%97,5) ve en blyik (%98,3) kurumadde degerleri 2 saatlik hidroliz ile elde
etmistir. Kurutulmus atik hidrolizatlarinin en kiiciik KM degeri (%94,0) 1 saatlik
hidrolizde, en yiiksek KM degeri (%97,0) ise 3 saatlik hidrolizde tespit etmistir. Sivi
ve kurutulmus hidrolizatlarin grup bazinda kurumadde degerleri Sekil 2.13’de

gosterilmistir.

100

El E2 E3 Al A2 A3
# 51 BPH 7.83 8.34 8.74 1.55 7.89 8.23
H Liyofilize BPH| 9798 97,99 9791 94.60 95,20 95.64

Sekil 2.13. Siv1 ve kurutulmus hidrolizatlarin % kuru madde (%KM) degerleri

Raslon ve ark., (2015),tilapia atigindan elde edilen balik protein hidrolizatinda
protein, kiil, nem ve yag igeriklerini sirasiyla %62.71, %25.34, %6.48, %0.08 olarak

bulmuslardir.

Protein hidrolizatlarinda, nutrasétikler veya fonksiyonel gidalar gibi pek ¢ok avantaj
ortaya koyan serbest amino asitlerden ve kisa zincirli peptitlerden olusan bir amino
asit profili elde edilir. Herhangi bir gida maddesinin amino asit kompozisyonu insan
vucudu Uzerinde cesitli fizyolojik aktivitelerinde dogrudan ya da dolayli olarak
sagligin korunmasi i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Amino asitler oksijen tasiyicilar
da dahil olmak (izere Onemli fonksiyonlara sahip proteinler, vitaminler, CO,,
enzimler ve yapisal proteinlerin sentezi i¢in gereklidir. Balik protein hidrolizatlarinin
amino asit bilesimi, besin degeri ve fonksiyonel 6zelliklere olan etkisinden dolayi

6nemlidir (Santos ve ark., 2011).

Raslon ve ark.,(2015), tilapia yan drtnleri hidrolizat tozu (TBHP) ’nun amino asit
(AA) bilesiminde en biiyiik bilesenin glutamik asit oldugunu bulmuslardir (79.60
mg / g). Bunu sirasiyla glisin, aspartik asit ve alanin (67.82 mg / g, 45.85 mg / g ve
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45.64 mg / g) amino asitlerinin izledigini saptamislardir. TBHP toplam AA's1 iginde

lizin ve 16sin en yiiksek esansiyel aminoasit olarak bulunmustur.

Bhaskar ve ark., (2008) gore, herhangi bir maddenin besleyici degeri, esansiyel AA
ihtiyacina dayali bir organizmanin gereksinimlerini karsilayan proteinin kapasitesine
gore degerlendirilir. TUm AA'ler arasinda aspartik ve glutamik asitin, bildirilen balik
protein hidrolizatlarinin en bol AA oldugu bulunmustur. Balik proteini hidrolizatlarin
AA bilesiminde hammadde, enzim ve hidroliz kosullarina bagli olarak farkliliklar
sergiledigi bildirilmistir (Benjakul ve Morrissey, 1997; Wasswa ve ark., 2007;
Bhaskar ve ark., 2008;Klompong ve ark., 2009).

Yoon ve ark., (2015), Oncorhynchus keta ve Oncorhynchus gorbuscha karacigerini
enzimatik yontemle hidroliz ederek hidrolizatin optimum kosullarini, besinsel
degerlerini  ve islevselligini arastirmiglardir. Proteinlerin  besleyici  degerini
degerlendirmek i¢in esansiyel aminoasit kompozisyonlari ve kimyasal skorlar FAO /
WHO referans proteine gore verilmistir. Alkalaz enzimi ile hazirlanan somon
karaciger hidrolizatlarinin amino asit kompozisyonlar1 Cizelge 2.16'da listelenmistir.
Karaciger hidrolizatinin amino asit profilleri genel olarak O. keta ve O. gorbuscha
arasinda benzer bulunmustur. Treonin ve metiyonin konsantrasyonlari disinda, tiirler
arasinda O6nemli bir fark bulunmamistir. En bol esansiyel olmayan aminoasitler
olarak glutamik asit (sirasiyla%14.6 ve%]17.8), glisin (sirasiyla %9.2 ve %9.9) ve
aspartik asit bulunmustur (sirasiyla %8.6 ve %9.9). Lizin (O. keta ve O.
gorbuscha'daki sirasiyla %8.2 ve %8.9), fenilalanin (sirasiyla %8.1 ve %8.6) ve l6sin
(swrastyla %7.8 ve %9.1) gibi bazi esansiyel aminoasitler hidrolizatlarda
bulunmustur. Hidrolizatlar arasindaki amino asit kompozisyonundaki farkliliklar,

proteazlarin 6zgilligiindeki farkliliklarina baglanabilir.

Hoskin ve Ramamoorthy, (2008), tarafindan hidrofobik aminoasitlerin (arginin,
tirozin, izoldsin, metiyonin, fenilalanin ve wvalin) yiiksek orani, antioksidan
aktiviteleri (Chen ve ark., 1996) ve sitotoksik ve antikanser etkilerini gelistirdigi
bildirilmistir. O. keta ve O. gorbuscha'dan hazirlanan hidrolizatlarda hidrofobik
amino asit oranlar sirasiyla %38.4 ve %39.1 olarak saptanmistir. Dolayisiyla, bu
hidrolizatlarin arzu edilen biyolojik aktivitelere sahip islevsel gidalarin iiretimi igin

gerekli olan amino asitler bakimindan iyi bir kaynak oldugu diistiniilmektedir.
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Esansiyel amino asitlerin anti oksidatif etkinlikleri Song ve ark., (2011), tarafindan

bildirilmistir.

Cizelge 2.16. Oncorhynchus keta ve Oncorhynchus gorbuscha karaciger hidrolizatinin
aktif fraksiyonunun aminoasit kompozisyonu(%w/w)

Esansiyel olmayan A.A O.keta 0.gorbuscha

Alanin 3,89+0.01 4,99+0.02

Arjinine 5.58+0.03 6.01+0.05

Aspartik Asit 8.56+0.05 9.89+0.03

Glutamik Asit 14.56+0.01 17.78+0.02

Glisin 9.15+0.02 7.11+0.03

Prolin 7.15+0.08 5.58+0.04

Serin 3.1040.03 2.45+0.02

Tirosin 3.58+0.04 4.56+0.01

Ara Toplam 55.57 58.37

Esansiyel A.A

Histidin 4.140.05 3.1240.07 1.90
[zolésin 4.23+0.03 3.95+0.02 2.80
Ldsin 7.78+0.03 9.10+0.02 6.60
Lizin 8.2040.04 8.89+0.02 5.80
Metiyonin+ Sistin 2.21+0.02 1.01+0.01 2.52
Fenilalanin 8.10+0.03 8.56+0.01 6.33
Tirozin

Treonin 3.1040.02 3.81+0.03 3.40
Valin 6.95+0.04 5.95+0.02 3.50
Ara Toplam 44.67 41.64

Toplam Aminoasit(mg/100mghidrolizat) 7.52+0.05 8.96+0.03

Ko¢ (2016), hamsi eti ve atigindan elde edilen hidrolizatlarin amino asit analizi
sonuglarini kuru madde bazinda hesaplamis; ve buna gore elde edilen toplam amino
asitler Cizelge 2.17°de, serbest amino asitler ise Cizelge 2.18’de sunulmustur.
Hidrolizatlarin toplam amino asit bilesimi, et ve atik materyalin amino asit igerigine
paralel olarak sekillenmistir. Ancak hidrolizat eldesi sirasinda protein igermeyen
yapilar ayrildigindan amino asit miktarlarinda bir artis olmustur. Ayrilan kisimlarin
nispeten az oldugu et hidrolizatlarinda hammaddeye gore ortalama toplam amino asit
miktarinda artis yaklasik %8 olarak kaydedilirken, bu oran atik hidrolizatlarinda %36
gibi dikkat ¢ekici bir seviyede gerceklesmistir.

Cizelge 2.17. Hamsi eti ve atik hidrolizatlarinda toplam amino asit degerleri (KM’de g/100g

hidrolizat)
El E2 E3 Al A2 A3
Alanin 5.39 5.94 4.89 4.88 4.29 4.28
Glisin 3.31 3.89 3.45 4.55 3.80 3.86
Valin* 4.36 5.37 4.90 4.41 4.63 4.35
Ldsin* 5.66 7.08 6.11 5.05 491 4.81
[zolosin* 5.27 4.89 4.60 4.23 5.05 4.15
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Cizelge 2.17’ nin devamu

Treonin* 258  3.07 2.79 2.46 2.03 2.19
Serin 227 222 2.47 1.99 1.80 2.06
Prolin 299 370 3.32 4.05 3.82 3.66
Asparajin+Aspartik asit 11.36 10.46 12.14 10.14 10.90 11.05
Metiyonin* 112 230 2.00 1.67 1.68 1.50
Hidroksiprolin 1.23  0.46 0.28 0.18 2.35 0.76
Glutamin+Glutamik asit 17.07 15.15 15.65 11.93 11.00 9.87
Fenilalanin* 236 3.06 2.66 2.05 2.39 2.37
Lizin* 754 917 7.44 7.46 5.79 4.89
Histidin* 547 579 5.58 3.64 3.56 2.95
Tirozin* 1.60 215 1.93 0.52 1.91 1.75
Sistein* 0.47 0.63 0.40 0.54 0.49 0.36
Toplam E.A.A miktar: 36.43 43.50 38.39 32.03 32.44 29.32
Toplam A.A miktari 80.05 85.33 80.58 69.75 70.42 64.85

Cizelge 2.18. Balik eti ve atik hidrolizatlarinda serbest amino asit degerleri (KM’de mg/100g

hidrolizat)
El E2 E3 Al A2 A3

Alanin 67.2 70.3 71.2 145.5 151.2 146.9
Glisin 19.2 18.9 20.0 42.6 46.4 50.4
Valin* 40.5 40.0 41.6 168.4 172.1 182.6
Losin* 70.7 74.0 79.2 348.3 380.4 356.6
[zolosin* 41.1 41.7 44.4 178.5 185.0 196.0
Treonin* 14.2 13.3 14.7 54.2 52.1 56.6
Serin 13.8 13.8 14.4 49.8 459 499
Prolin 39.6 36.8 37.7 103.9 110.5 110.0
Asparajin+Aspartik asit 9.1 9.8 9.2 90.8 96.2 94.3
Metiyonin* 37.7 39.8 44.0 127.5 134.2 132.5
Hidroksiprolin 2.9 6.6 6.9 4.9 4.5 5.0
Glutamin+Glutamik asit 37.7 39.8 411 146.7 136.7 134.7
Fenilalanin* 53.7 54.4 57.1 259.4 264.4 270.6
Lizin* 146.1 167.1 177.9 430.7 434.8 390.1
Histidin* 1402.4 13086 1328.1 601.8 579.2 615.3
Tirozin* 46.9 47.7 49.8 198.6 203.8 211.4
Sistein* 2.3 2.5 2.2 17.9 19.1 22.3
Toplam E.A.A miktar1 1855.8 1789.1 1839.1 23853 24252 2434.0
Toplam A.A miktar 20452 1985.1 2039.6 2969.5 3016.7 3025.2
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada, Karadeniz bolgesinde en fazla balik atigi olarak ortaya ¢ikan hamsi
(Engraulis encrasicolus) atig1 (kafa ve igorganlari) ocak ayinda, mezgit (Merlangius
merlangus ) atigi ( kafa ve icorganlari) subat ayinda ve gokkusagi alabaligi
(Onchoryncus mykiss) atig1 (iskelet, yiizgec, kafa, deri ve icorganlari) mart ayimda

Ordu ilindeki su iiriinleri satis1 yapan isletmelerden temin edilmistir.

Atiklar, 1 ve 5 kg’ lik paketler halinde vakum paketlenerek buz i¢indeki kopiik
kutulara yerlestirilerek, Ordu Universitesi Fatsa Deniz Bilimleri Fakiiltesi Balikgilik
Teknolojisi Miihendisligi Béliimii Isleme Teknolojisi Anabilim Dali laboratuvarina

getirilip protein hidrolizat1 elde edilene kadar -40 °C’ de depolanmustir.
3.2.YOntem

3.2.1. Enzimatik Hidroliz

Dondurulmus halde 5 kg paketler halinde depolanan atiklar bir kiyma makinasinin
(Empero E.M.P.12.01.P) yardimiyla oda sicakliginda ¢ozdiiriilmesi saglandiktan
sonra kiyilmistir. Daha sonra endojen enzimlerin inaktivasyonunun saglanmasi i¢in
atiklar 90 °C’ de 20 dak. kadar Memmert WNB 22 marka su banyosunda
isitilmistir. Enzimleri inaktif hale getirilen kiyilmis balik eti sogutulduktan sonra
tizerine 1:1 oraninda saf su eklenerek homojenize (IKA T 25) edilmistir . Balik
atiklarindan protein hidrolizati, Sekil 3.1 ve Sekil 3.2” de verilen akis semasina gore

elde edilmistir.

Protein hidrolizatinin elde edilmesinde en Onemli asama enzimatik hidrolizde
uygulanacak siire, sicaklik, pH, enzim tiirii ve enzim miktaridir. Ticari olarak
uluslar arasi platformda BPH iiretiminde kullanilan iki farkli enzimin (protameks ve
flavourenzim APU/g) optimum hidroliz sicakliklari, pH degerleri ve inaktivasyon
stire ve sicakliklari tiretilen firma tarafindan belirtilmistir. Ulusal bir firmada tedarik
edilen alkali 6zellikteki proteazin optimum pH dlzeyi ise, 8, 8.5 ve 9 olmak Uzere
tic farkl pH ile hidroliz edilerek en yiiksek protein ¢oziiniirlgli veren pH diizeyine

gore belirlenmistir. Bu enzimlerin pH diizeyleri 2 N NaOH kullanilarak
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ayarlanmigtir. Buna gore alkali proteaz i¢in optimum pH 8.0 olarak tespit edilmistir.
Protameks ve flavourenzim igin ise pH 7.0 olarak ayarlanmistir (Metler Toledo FP
20). Hidroliz sicakligi denenecek enzimlerin iiretici firmalari tarafindan Onerilen
sicakliklar baz alinarak uygulanmistir. Alkali proteaz enzimi igin ise, optimizasyon
islemi i¢in 40°C, 50°C ve 60°C olmak lzere 3 farkli sicaklik belirlenmistir.
Flavourenzim ve protameks icgin ise firmalarin onerdigi sekilde 50°C sicaklik
uygulanmistir. Hidroliz agsamasinda optimum iiriin verimliligi i¢in 3 enzim (alkali
proteaz, flavourenzim, protameks) icin farkli enzim siireleri 1, 4.5 ve 8 saat ve
enzim miktarlar1 % 1, % 1.5 ve % 2 olarak tespit edilmistir. Belirli siire, sicaklik ve
enzim konsantrasyonu uygulanan érneklerdeki hidrolizin sona erdirilmesi icin her
bir enzime ait inaktivasyon siire ve sicakligi enzimlerin satin alindig1 firmanin
Onerisine gore uygulanmistir. Buna gore flavourenzim enzimi i¢in 90°C “ de 5 dak.,
protameks enzimi icin 85°C” de 10 dak. alkali proteaz i¢in 85°C’ de 10 dak. olarak
uygulanmistir ve daha sonra 15 dak. sogutulmustur. Sogutulan hidroliz soliisyonu,
daha sonra 4100 rpm’ de 20 dak. santrifuj (Sigma 3-30K) edilerek fazlara ayrilmasi
saglanmistir. Burada en iist fazda yag fazi, 2. fazda hafif protein yag fazi, 3. fazda
proteinli faz ve son fazda ¢ozlinemeyen maddelerin fazi olmak iizere 4 farkli fazin
olusmasi saglanmigtir. BPH Uretimi 3. fazda bulunan proteinli sividan elde
edilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Once yagmn ve hafif yagm bulundugu iist ve 2.
faz vakum pompasi ile ayrilan ve proteinli sollisyon filtre kagidindan gegirilerek
proteinli soliisyon elde edilmistir. Bu solusyonun protein kalitesinin belirlenmesi
amaciyla protein miktar1 Lowry ve ark., (1959) methoduna gore tespit edilmistir
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.1. Balik atiklarinin protameks ve flavourenzim ile optimizasyonunda hidrolizat
iiretim akis semasi
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Sekil 3.2. Balik atiklarinin alkali proteaz enzimi ile optimizasyonunda hidrolizat
iiretim akis semasi
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3.2.2. Hidroliz Derecesi (%HD) Tespiti

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

analizi ile agsagidaki formiil kullanilarak hidroliz derecesi tespit edilmistir.
% HD = N6/ NT x 100

No: Hidrolizatin %10 TCA’da ¢oziinmiis protein miktart NT: Hidrolizattaki toplam

protein miktari

3.2.3. Protein Geri Kazanim

Protein geri kazanimi Saltvedt, 2015 ‘e gore denklem 3.1, 3.2 ve 3.3 deki gibi

hesaplanmuistir.

Protein geri kazanimi[%]

__ 100 gr ham maddeden elde edilen balik protein hidrolizanndaki(bph) prnteln*loo%

100 gr ham materyvaldeki protein

(3.1)

100 gr hammaddeden elde edilen bph verimisbph deki protein i;erlél*loo%

100 grremmoadded ekiprotain

(3.2)

_ {bph mbkuruagirhldfraksiyonu’ , bahkproteinhidrolizatiproteinigerigi 100
- 100grhammateryal ] bahkproteinhidrolizatlurumaddeigerizgi 100 ghammateryaldaki protein

(3.3)

3.2.4. Besin Komposizyonu Analizleri

Ham materyal olarak kullanilacak atiklarda ve elde edilen hidrolizatlarda ham

protein (NX6.25) Kjeldahl metoduna gore (AOAC, 1998), ham yag analizi Bligh
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ve Dyer (1959)’ a gore, nem AOAC (1990)° a gore ve ham kul analizi AOAC
935.47 (1998)’ a gore belirlenmistir.

3.2.4.1. Lipid Analizi

Lipit analizi Bligh ve Dyer (1959)’in uyguladigi yonteme gore yapilmistir. 15 g
homojenize edilmis Ornek, lizerine 120 ml metanol/kloroform (1/2) eklendikten
sonra warring blender ile karistirilmistir. Daha sonra bu ornekler zerine 20 ml
%0.4’luk CaCl, soliisyonundan eklenerek siizme kagidindan (Scleicher&Schuell,
5951/2 185 mm) stzllen 6rnekler, 105°C’de 1 saat etiivde bekletilip darasi alinmig
olan balon jojelere siizdiiriilmiistiir. Bu balonlar, agizlar1 hava almayacak Sekilde
kapatilip 1 gece karanlik bir ortamda bekletilmis ve ertesi giin metanol-sudan
olusan {ist tabaka bir ayirma hunisi yardimiyla alinmistir. Balonlarin iginde kalan
kloroform lipit kismindan kloroform 60°C’de su banyosunda rotary evaparator
kullanilarak ugurulmustur (Heidolph Basis Hei-Vap MI). Daha sonra balonlar
etlivde 1 saat sureyle 60°C’de bekletilerek igerisindeki kloroformun tamaminin
u¢mast saglanmis (Termal G11540SD) ve bir desikator icerisinde oda sicakligina
kadar sogutulup 0.1 mg duyarli hassas terazide tartilmistir (Precisa XB 220A). Lipit

oraninin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.

Lipit Miktar1 (%)= [Balon Darasi(g) + Lipit (g)]-[Balon Darasi (g)]x100/ Ornek Miktar1 (g)
3.4)

3.2.4.2. Kul Analizi

Ham kil analizinde kullanilan porselen krozeler ilk 6nce 103°C’de 1 saat sireyle
etiivde kurutulup daha sonra desikatorde sogutulduktan sonra 0.1 mg duyarl hassas
terazide daralar1 alinmistir. Krozeler igerisine homojenize edilmis 6rnekten 3.3-5 ¢
tartilip bu Ornekler 4 saat +550°C’de rengi acik gri oluncaya kadar yakilmig
(Protherm PLF 110/10) ve ardindan desikator iginde oda sicakligina kadar
sogutulduktan sonra, hassas terazide tarthmistir. (AOAC, 1990). Ornege ait % ham
kiil sonuglar1 asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir.

Ham Kiil (% ) =[Dara (g)+Ham Kiil(g)]-Dara(g)x100 /Ornek Miktari

(3.5)
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3.2.4.3. Nem analizi

Nem analizi AOAC (1990)’in uyguladig1 yontem esas alinarak yapilmistir. Petri
kutular1 etiivde 105°C’de 1 saat siireyle kurtulmus ve desikatérde 30 dakika sureyle
sogutulduktan sonra 0.1mg duyarli hassas terazide darasi alinmistir. Daha sonra
homojenize edilmis drnekten darasi alinan petrilere yaklasik 4-5g koyularak sabit
bir agirliga ulasana kadar 105°C’de (24 saat) kurutulmustur. Bu islemin ardindan
oda sicakligina kadar sogumalar1 i¢in desikatore yerlestirilmis ve 0.Img duyarh
hassas terazide tartilarak sonuglar kaydedilmistir. Analiz sonucunda 6rnege ait nem

miktar1 agaigidaki formiille hesaplanmustir.

Nem miktar1 (%) =ilk Tartim -Son Tartim x 100 /Ornek Miktar1 (g)
(3.6)

3.2.4.4. Protein Analizi

Hidroliz soliisyonunda, hidroliz isleminin optimizasyonun belirlenmesi i¢in protein
miktar1 Lowry metodu (1951)° na gore belirlenmistir. Protein miktarlar1 olusturulan
standart kalibrasyon grafiginden yararlanarak hesaplanmistir. Protein standarti

olarak bovine serum albiimin kullanilmastir.

3.2.4.5. Sodyum Dedosil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Analizi

Liyofilizatérde kurutulan (Labfreez FD-10-MR) 3 g toz hidrolizat 27 ml %5 SDS
igcerisinde ekstrakte edilmis ve ekstraktlar 85°C'de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha
sonra hidrolizat ekstrakti 3500g'de 5 dakika santrifiij edilmis ve iist faz protein
profillerinin  belirlenmesinde  kullanilmistir.  Protein  ekstraktlarinin ~ protein
konsantrasyonlari, Lowry metodu (1951)’ na gore belirlenmis ve protein standarti
olarak bovine serum albiimin kullanilmistir. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) Laemmli (1970) metoduna gore %4 toplayici jel ve %16 ayirici jel
kullanilarak calistirilmigtir. Jele 30 pl (1 pg / pl) ornek yiiklenmis ve jeller sabit
akimda (200 volt) yiriitiilmiistiir. Molekiil agirlik kalibrasyon standartlari olarak
yiiksek ve diisiik molekiil agirlikli protein standartlari karisimi (161-0317, BioRad)
kullanilmigtir. Standartta yer alan proteinler; miyozin (200 kDa), B-galaktosidaz
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(116,250 kDa) fosforilaz b (97,400 kDa), sigir serumu albiimini (66,200 kDa),
ovalbiimin (45 kDa), karbonik anhidraz (31 kDa), tripsin Onleyicisi (21,500 kDa),
lizozim (14.400 kDa) ve aprotinin (6,5 kDa)’ dir. Elektroforez islemi, Bio-Rad Mini
Protean elektroforez diizenegi ve Bio-Rad Model PowerPac Basic gii¢ kaynagi
kullanilarak yapilmistir.  Jel iizerindeki protein bantlarini goriintiilemek igin

Coomassie parlak mavisi (R-250) ve glimiis nitrat ile boyama yapilmistir.

3.2.4.5.1. Coomassie Parlak Mavisi (R-250) ile Boyama

Jeller, %10 asetik asit ve %40 metanol iceren ¢ozelti icinde 15 dakika SDS’in
uzaklagtirlmast i¢in yikanmis, %0.125 Coomassie parlak mavisi (R-250)
kullanilarak hazirlanan boya ¢ozeltisinde 45 dakika boyandiktan sonra, %10 metanol
ve %5 asetik iceren ¢ozelti i¢inde, jel zemininden boya uzaklastirilana kadar

bekletilmistir (Laemmli, 1970).

3.2.4.5.2. Giimiis Nitrat ile Boyama

Jeller en az 2 saat fiksatifte (%50 (v/v) metanol, %10 (v/v) asetik asit ve ,50uL
formalaldehit/ 100 mL ¢6zelti) bekletilmistir. Fiksasyon isleminden sonra jel yikama
cozeltisi (%50 etanol) ile iki defa 20’er dakika yikanmustir. Jeller %0.02 (w/v)
sodyum tiyosulfat ile 2 dakika muamele edildikten sonra ti¢ defa ultra saf su ile 5’er
dakika yikanmistir. Ardindan 30 dakika boyunca soguk (4°C) su ile hazirlanmis
boyama ¢ozeltisi (%0.2 (w/v) glimiis nitrat) ile boyama islemi gerceklestirilmistir. Jel
iki defa ultra saf su ile hizlica calkalandiktan sonra %6 (w/v) sodyum karbonat,
%0.05 (v/v) formaldehit,%2 sodyum thiosiilfat ¢ozeltisi ile istenilen yogunlukta
protein spotlar1 gozlenene dek (~30 dakika) inkiibe edilmistir. Protein spotlari
olustuktan sonra reaksiyon olusumunu durdurmak amaci ile %5 (v/v) asetik asit ile

10 dakika muamele edilmistir. Islem sonunda jel %1 asetik asit ¢ozeltisinde 4°C’de

(maksimum 1 hafta) depolanmistir.

3.2.4.6. Hidroliz Derecesi icin Arastirma Modeli ve Istatistiksel Analiz

Alkali proteaz enzimi ile yapilan hidrolizatlarin hidroliz derecesi(%HD) icin Box-
Benkhan (1960) modeli kullanilmistir. Farkli degiskenlerin ii¢ seviyedeki etkilerini
degerlendirmek icin iki kez ekstraksiyon deneyleri gerceklestirilmistir. Tarama

deneylerinin ilk kiimesinde, {i¢ degiskenin hidroliz derecesi (%HD) iizerindeki
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etkileri: Xy (sicaklik 40-50-60 ‘C), X, ( zaman 1, 4.5 ve 8 saat), X3 (enzim orani 1,
1.5, 2 %) en yiksek hidroliz derecesi (%HD) kosullar1 etkili bir sekilde belirlemek
icin Cevap Yilzeyi YoOntemi Box-Behnken tasarimi (BBD) kullanilarak
arastiritlmistir. Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi, belirlenen parametreler, en dik ¢ikis

yontemi kullanilarak tek faktorlii deney sonucglarina dayanilarak secilmistir.

edilerek dretilen hidrolizat sivis1 ve fazlar1 a)Alabalik atig1 hidrolizat sivisi ve
fazlari b)Mezgit atig1 hidrolizat sivis1 ve fazlari c)Hamsi atigi hidrolizat sivisi
ve fazlari
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Sekil 3.4. Flavourenzim kullanilarak CYY Merkezi Birlesik Tasarim modeli ile optimize
edilerek Uretilen iiretilen hidrolizat sivis1 ve fazlari a)Alabalik atigi hidrolizat
stvist ve fazlart b)Mezgit atig1 hidrolizat sivisi ve fazlart c)Hamsi atig1 hidrolizat

s1vis1 ve fazlari
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Alkali proteaz enzimi ile yapilan hidrolizatlarin hidroliz derecesi i¢cin Box-Benkhan
(1960) modeli kullanilmistir. Farkli degiskenlerin ii¢ seviyedeki etkilerini
degerlendirmek i¢in iki kez ekstraksiyon deneyleri gergeklestirilmistir. Tarama
deneylerinin ilk kiimesinde, ii¢ degiskenin hidroliz derecesi (%HD) (Uzerindeki
etkileri: X (sicaklik 40-50-60 "C), X, ( zaman 1, 4.5 ve 8 saat), X3 (enzim oram 1,
1.5, %2) en yiiksek hidroliz derecesi kosullari etkili bir sekilde belirlemek igcin Cevap
Yizeyi Yontemi Box-Behnken tasarimi (BBD) kullanilarak arastirilmistir. Cizelge
3.1’de gosterildigi gibi, belirlenen parametreler, en dik ¢ikis yontemi kullanilarak tek

faktorli deney sonuglarina dayanilarak secilmistir.

Cizelge 3.1. BBD tasarim modelinde bagimsiz degisken ve kodlanmis diizeyler

Bagimsiz Degisken Kodlanmis Diizeyler
-1 0 +1
Sicaklik (‘C)(Xy) 40 50 60
Zaman (Saat)(X,) 1 45 8
Enzim (%) (X3) 1 15 2

Ug faktor deneyi icin on bes deneysel tasarim (yani, on iki faktoriyel nokta ve g
merkezi nokta) gergeklestirilmistir (Cizelge 3.2). Her bir durumun ¢ deneysel
kopyasi yapilarak ortalama degerler deneysel cevap olarak ifade edilmistir. Deneysel
caligmalar, gozlemlenen cevaplarda beklenmedik degiskenligin etkilerini en aza
indirgemek (izere optimize edilmistir. Degiskenler, asagidaki denkleme gore

kodlanmigtir

__ Xi—X0

3.7)

Ax

Burada x kodlanmig deger, Xi; karsilik gelen gercek deger, Xo; alanin merkezinde
gercek deger ve AX; x'in 1 biriminin bir varyasyonuna karsilik gelen Xi artigini ifade

etmektedir.
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Cizelge 3.2. Bagimsiz degiskenler x1 (sicaklik (°C), x2 (zaman (saat), x3 enzim (%) ve
kodlu degiskenler (X1,X5,X3) i¢in box-benkhen dizayn

Kodlu degiskenler Bagimsiz degiskenler Y

X1 X, X3 x1 X2 x3 HD

CC) (AAT) (%) %
6 1 1 0 -1 60 4.5 1 -
15 2 0 0 0 50 45 1.5 -
8 3 1 0 1 60 45 2 -
14 4 0 0 0 50 4.5 1.5 -
12 5 -1 0 -1 50 8 2 -
2 6 1 -1 0 60 1 1.5 -
3 7 -1 1 0 40 8 1.5 -
5 8 -1 0 -1 40 4.5 1 -
7 9 -1 0 2 40 45 2 -
11 10 0 0 1 50 1 2 -
1 11 0 -1 0 40 1 1.5 -
13 12 0 0 0 50 4.5 1.5 -
10 13 0 1 -1 50 8 1 -
4 14 1 1 0 60 8 1.5 -
9 15 0 -1 -1 50 1 1 -

Hidrolizatlara ait veriler, ANOVA'nin indirgenmis 6nerilen modelleri vasitasiyla bir
Cevap Yuzeyi Yontemi (CYY) ne gore uygulanmistir. CYY, optimum hidroliz
derecesi i¢in bir dizi deneysel kosul belirlenerek DesignExpert® 10.0 (Stat Ease,
Inc., Minneapolis, MN, ABD, 2010) tarafindan degerlendirilmistir. Hidroliz derecesi
acisindan cevap (Y), asagidaki istatistiksel modele uymasi i¢in CYY ile analiz

edilmistir.

Y= B0+B1X1+ B2X2 +B3X3+ B11X12+ B22X22 +B33X32 (3.8)
+B12X1 X2+ B13 X1 X3 + 23 X2 X3

Bu modelde Y tahmini cevap ve X1, X2 ve X3 bagimsiz degiskenler, B0 , sabit
katsayr 31,82,R3 lineer katsayir, [R11, 322, 333 kare Kkatsayis;, (312, R13, 323
parametreler arasindaki karsilikli etkilesimi gosteren katsayidir.

Protameks ve flavourenzim ile yapilan hidrolizatlarin hidroliz derecesi i¢in Merkezi

Birlesik Tasarim (CCD) modeli kullanilmistir.

Y=Bo.Zh, BiXi + T X%, ., BijXiXj + X, BiiXi2 (3.9)
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Bu karesel model n tane degiskenin lineer etkilerini, karesel etkilerini ve aralarindaki
etkilesimlerini dikkate almaktadir. Bu modelde Y tahmini cevap, B0, sabit katsay1, i,
lineer katsayi, PBij, 1 ve j degiskenleri arasindaki etkilesim etkisini ve k faktor sayisini

tarif etmektedir

Deneyin ikinci derecesinde, CYY ile HD (%) cevabi bakimindan optimum
ekstraksiyon kosulu secilmistir. Deneysel modelin gegerliligini dogrulamak i¢in daha
sonra dogrulama deneyleri yapilmistir. Optimum kosula bagh olarak, dis faktorlerin
ve istenen fonksiyonel Ozelliklerin etkisi altinda 6zelliklerini degerlendirmek igin
optimum siire, sicaklik ve enzim orani kullanilarak balik atiklarindan hidrolizatlar
elde edilmistir. (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6)

Koo T YT D hi: P O

Sekil 3.5. Alkali proteaz enzimi kullanilarak CYY Box-Benkhen modeli ile optimize
edilerek Uretilen a)Alabalik atigi hidrolizati b)Mezgit atig1 hidrolizati ¢)Hamsi
atig1 hidrolizati
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Sekil 3.6. Alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizati iiretimine ait fotograflar
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3.2.4.7. Aminoasit Analizi

3.2.4.7.1. Toplam Amino Asit Analizi

Numunelerde toplam amino asit miktar1 Lee ve Hwang (2017) ile Chan ve Matanjun
(2017) *1n kullandig1 yontemler modifiye edilerek LC-MS/MS cihazinda yapilmistir.
Bu yonteme gore, homojenize edilmis 0,2 g Ornek, icerisinde 10 mL 6 N HCI
bulunan ¢ozeltiye tartilip karigim agzi sikica kapatildiktan sonra test tiipii 5 dakika
vorteks ile karistirtlip 110°C’deki firinda 24 saat hidrolizin tamamlanmasi igin
bekletilmistir. Oda sicakligina sogutulan karistm 4°C de 4000 rpm de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonras1 elde edilen st faz 0.45 um PTFE
membran filtreden gecirildikten sonra LC-MS/MS cihazina enjekte edilmisir. Kivrak
(2015)’1n bildirdigi cihaz kosullarinda gerekli modifikasyonlar yapilarak analizler

gerceklestirilmigir.

Esaniyel aminoasitlerin igerigi dikkate alinarak, protein hidrolizatinin kimyasal
skorlar, FAO/WHO (1990) tarafindan belirlenen standart proteinin esansiyel

aminoasit igerigine gore kimyasal skor Formil 3.10 ‘a gore hesaplanmustir.

Kimyasal Skor=Hidrolizattaki E.A.A (g 100 g™) /Standart proteindeki E.A.A (g 100 g)*100
(3.10)

3.2.4.8. iz element Analizi

Iz element analizi ICP-MS cihazi yardimi ile Intarasirisawat ve ark. (2011)’nin
belirttigi yonteme goére yapilmistir. Buna gore 0.1 gr numune, mikrodalga yakma
kaplarina tartilip lizerine 4 ml nitrik asit eklenmis ve agzi kapatilan teflon kaplarda
mikrodalga cihazinda yakilmistir. Yakma islemi tamamlandiktan sonra ornekler,
balon jojeye aktarilip 10 ml hacime kadar saf su ile tamamlanmistir. Balon joje
icerisindeki 6rnek ICP-MS cihazina verilerek iz element analizi gergeklestirilmistir.
ICP-MS cihazinda argon gazinin plazma igerisine akis hizi, destek ve nebiilizator
hiz1 sirasiyla 15, 0.2 ve 0.8 L/dakika olmakla birlikte 6rnek akis hizi 1.5 ml/dakika

olarak ayarlanmig, 6rneklerin iz element miktarlari mg/kg cinsinden verilmistir.
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3.2.5. istatistiksel Analizler

Optimizasyon deneyleri, Cevap Yizey Yontemi (CYY) faktorel tasarim
modellerinden BBD ve CCD, STATISTICA (Statsoft, 1999)'nin deneysel tasarim
modiilii kullanilarak analiz edilmistir. Optimize edilmis kosullar1 elde etmek igin

CYY vasitasiyla elde edilen verilerin analizinde, ayni1 yazilim kullanilmistir.

Balik atiklarinin kimyasal kompozisyonu CYY gore optimize edilen hidrolizatlarin
protein geri kazanimi, hidroliz derecesi, aminoasit ve iz element igeriklerinin balik
ve enzim tlrlerine gore degisimini belirlemek i¢in SPSS 16.0 paket programi
kullanilarak Duncan coklu karsilastirma testi (P<0.05 6nem diizeyinde One-way

Anova) uygulanmistir (Duncan, 1955).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Balik Atiklarinin Kimyasal Komposizyonu

Balik atiklarmin kimyasal kompozisyonunu belirlemek icin yapilan istatistiksel
analizde; alabalik, mezgit ve hamsi atiginin ham protein diizeyleri arasindaki farkin
onemli olmadigi bulunmustur (p>0.05). Mezgit atiginda ve hamsi atigindaki lipit
icerikleri sirasiyla %6.06 ve %7.23 olarak saptanmistir ve aralarindaki fark 6nemsiz
bulunmustur (p>0.05). En yiiksek lipit icerigi ise %22.11 ile alabalik atiginda tespit
edilmistir (p<0.05). Kiil iceriginde en yiiksek deger %4.08 ile hamsi atiginda
bulunmustur (p<0.05). Alabalik %3.06 ve mezgit atig1 %3.22 arasindaki farkin
o6nemli olmadigi saptanmistir (p>0.05) (Cizelge 4.1). Sarikuyruk ve skip jack tlrl
ton balig1 atiginda sirastyla ham protein igin %10.91 ve %17.5, yag i¢in %4.42 ve
%2.60, ham kil icin %1.88 ve %1.90 ve nem icin %73.17 ve %74.51 olarak
bulmuslardir. Kog¢ (2016)’ un, hamsi atig1 i¢in elde ettigi degerlerin bu ¢alismada
elde edilen sonuglara yakin oldugu goriilmektedir. Buna gore arastirict hamsi atiginin
nem, ham protein, yag ve ham kiil iceriklerini sirasiyla %73.85, %14.54, %6.60ve
%5.00 olarak saptamistir. Balik atiklarinin kimyasal komposizyonu baligin tiiriine,
atigin  vuciit parca oranlarina, mevsime ve baligin biiylikliigiine gore

degisebilmektedir (Benjakul ve Morisey, 1990).

Cizelge 4.1. Alabalik, mezgit ve hamsi atiklarinin kimyasal kompozisyonu (%)

Kimyasal Komposizyon (%6)

Protein Lipit Kl Nem
Alabalik 13.15+0.45° 22.11#0.25°  3.06+0.08 58.70+0.54°
Mezgit 11.94+0.39% 6.06+0.28° 3.22+0.14° 77.6420.16°
Hamsi 12.17+0.44° 7.230.12° 4.08+0.11° 76.44+0.25

U¢ balik atigmin ham protein dizeyleri kuru madde bazinda ele alindiginda
aralarindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05). En ylksek protein icerigi
ise onemli bir Sekilde %56.25 ile mezgit atiginda tespit edilmistir (p<0.05). Mezgit
ve hamsi atigindaki lipit icerikleri sirastyla %28.56 ve %30.79 olarak saptanmistir
(p>0.05). En yiksek lipit icerigi ise 6nemli bir sekilde %57.71 ile alabalik atiginda
tespit edilmistir (p<0.05). Balik atiklariin kiil igerikleri Sirasiyla hamsi atiginda
%17.37, mezgit atiginda %15.19 ve alabalik atiginda %7.98 olarak tespit edilmistir
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(Cizelge 4.2.) ve aralarinda farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur

(p<0.05).

Cizelge 4.2. Alabalik, mezgit ve hamsi atiklarinin kimyasal kompozisyonu (g/100 g kuru

madde)
Kimyasal Komposizyon (g/100 g kuru madde)
Protein Lipit Kl
Alabalik 34.31+1.16° 57.71+0.65" 7.98+0.39°
Mezgit 56.25+1.84° 28.56+1.30° 15.19+0.68"
Hamsi 51.84+1.59" 30.79+0.50° 17.3740.45°

4.2. Cevap Yuzey Yontemi (CYY) ile Hidroliz Parametrelerinin Optimizasyonu

Balik atiklarindan hidrolizat tretimi ile ilgili ¢alismalarda belirlenen hidrolizat
deneyleri sonucunda belirlenen en uygun sicaklik, zaman ve enzim konsantrasyon
araliklar1 dikkate alinarak, deney tasarimlar1 Cevap Yiizeyi Yontemi (CYY) ile Box-
Behnken (BBD) ve Merkezi Birlesik Tasarimlarina (CCD) gore yapilmistir. Onerilen
matematiksel modeller varyans analizi (ANOVA) ve regrasyon istatistiksel yontemi
ile degerlendirilmistir. Yontemde deneysel ¢alisma araliklari olarak en diisiik sicaklik
degeri 40°C en yuksek sicaklik degeri olarak 60°C, en diisiik zaman 1 saat ve en
yuksek zaman 8 saat olarak en diisiik enzim oran1 %1 ve en yiksek %2 olarak

belirlenmistir.

Bu calismada, alkali proteaz enzimi ile hidrolizasyon ¢alismasi Box-Behnken (BBD)
kullanilarak ti¢ faktorlii (sicaklik, zaman, enzim oram1)-0¢ dizeyli (-1,0,1),
protameks ve flavourenzim i¢in Merkezi Birlesik Tasarimlarimi (CCD) kullanilarak

iki faktorlii (zaman, enzim oran1)-U¢ duzeyli (-1,0,1) olarak analiz edilmistir.

4.2.1. Alabalik Atiklarmin Alkali Proteaz Enzimi ile Optimizasyonu

BBD faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen sicaklik, zaman ve enzim
konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine karsi, cevap degiskenleri, deneysel ve

yontem tarafindan 6ngoriilen hidroliz derecesi (%HD) Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Alabalik atiklarinda alkali proteaz enzimi ile ger¢cek bagimsiz degisken
seviyeleri ile birlikte gozlemlenen degerler tepki degiskeni, HD (%, Y)

X1 X X3 Y
1 60 45 1 66.32
2 50 45 1.5 62.76
3 60 4.5 2 65.30
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Cizelge 4.3’ Gin devami

4 50 4.5 1.5 62.76
5 50 8 2 67.52
6 60 1 1.5 65.71
7 40 8 1.5 61.94
8 40 4.5 1 60.43
9 40 45 2 61.28
10 50 1 2 62.14
11 40 1 1.5 60.88
12 50 4.5 1.5 62.76
13 50 8 1 66.56
14 60 8 1.5 66.26
15 50 1 1 61.62

Xy sicaklik, X,: zaman, X3: enzim Y: hidroliz derecesi(%HD)
Cevap Yizey Yontemi (CYY) tarafindan en uygun model olarak 14.30 F degeri ve
0.0004 P degeri (P>F ) ile lineer model 6nerilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. CYY ile alabalik atiklarinda alkali proteaz enzimi ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda 6nerilen modeller

Kareler  Serbestlik Ortalama P-Degeri
Kaynak Ortalamas1  Derecesi Kareler  F Degeri P>F
Ortalama 60703.51 1 60703.51
Lineer 63.42 3 21.14 14.30 0.0004 Onerilen
2FI 0.99 3 0.33 0.17 0.9120
Quadratik 5.39 3 1.80 0.91 0.4989
Kibik 9.88 3 3.29
Kalan 0.000 2 0.000
Toplam 60783.19 15 4052.21

Cizelge 4.5. Alkali proteaz enzimi kullanilarak alabalik atiklarinda yapilan optimizasyon
deneyleri sirasinda sicaklik, zaman, enzim konsantrasyonundan etkilenen
HD'nin RSM lineer model ANOVA tablosu

Kareler Serbestlik  Ortalama F P-Degeri
Ortalamasi Derecesi Kareler Degeri P>F
Model 63.42 3 21.14 14.30 0.0004 *
A-Sicaklik 45.41 1 45.41 30.72 0.0002
B-Zaman 17.80 1 17.80 12.04 0.0052
C-Enzim 0.21 1 0.21 0.14 0.7123
Arta kalan 16.26 11 1.48
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 16.26 9 1.81 0.s
Hata 0.000 2 0.000
Diizeltilmis
toplam 79.68 14
R 0.7959
Adj R? 0.7402
Pred R? 0.5903
Sinyal/Guraltd
orani 12.340
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ANOVA analizinde her bir terimin anlamlilig1 bu terimlerin karsilig1 olan F degeri, p
degeri ve kareler toplami vasitasiyla belirlenmektedir. Biiyiik F degeri, karsilik gelen
terimin ¢ok fazla anlamli oldugunu gostermektedir. Ayrica, F degerine bagli olan p
degeri F degerinin yeterince biiyiik bir degere sahip olup olmadigini géstermek igin
kullanilabilmektedir. P>F degeri hangi parametrenin etkin oldugunu gostermektedir.
P>F degeri 0.05 kiigiik olan parametrelerin daha etkin oldugu bilinmektedir (Trinh ve
Kang, 2010). Modelde, Pred R* degeri 0.5903 ve Adj R? 0.7402 ve sinyal / giiriilti
oran1 12.340 olarak bulunmustur. Bu deger modelin uygun bir sinyali oldugunu
gostermektedir. Calismanin uyum eksikligi (lack of fit) degeri ise Onemsiz
bulunmustur. Uyum eksikliginin 6nemsiz bulunmasi dnerilen lineer modelin uyumlu
oldugunu gostermektedir. DH degeri lizerine Lineer model terimlerinden, sicaklik
(A) ve zaman (B) istatistiksel olarak ©énemli bulunurken (p<0.05), enzim
konsantrasyonunun (C) ise énemli bir etkiye sahip olmadigi bulunmustur (p>0.05).

Formil 4.1 de regrasyonunun grafiksel gosterimleri olan cevap yuzeyleri verilmistir.

Y=62.76+(2.38*X1)+ (1.49*X2)++(0.16*X3) (4.1)

Optimizasyonu saglanmis hidrolizasyonun, istenilebilir profil, hidroliz derecesinin
65.80°c yiikseldigi 60°C sicaklik 1 saat ve %1 enzim konsantrasyonu ile birlikte
optimum hidroliz derecesine ulasilabilecegini gostermektedir. Alabalik atiklarindan
alkali proteaz enzimi ile sicaklik ve zamana bagli HD(%) degisimini gosteren ii¢
boyutlu grafik ve kontur grafik Sekil 4.1. de, sicaklik ve enzime bagli HD(%)
degisimini gosteren 3 boyutlu grafik ve kontur ise Sekil 4.2 de gosterilmistir. HD(%)
icin model denklem, alabalik atik proteinlerinin {i¢ bagimsiz degiskenin (X1, X2, ve
X3) onlarin etkilesimlerin fonksiyonu olarak tepki degiskeni (Y), temel faktorlerin
sabit dogrusal ve 2. dereceden uyumlama katsayilar1 ve etkilesimlerin dogrusal

uyumlama katsayilar1 Cizelge 4.6 kullanilarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Alabalik atiklarinda alkali proteaz enzimi kullanarak optimizasyon deneyleri ve
ana faktorlerin regrasyon katsayilari ve bunlarin etkilesimleri

Faktor Regrasyon Katsayisi
Sabit (Intercept) 63.62
A-Sicaklik 2.38
B-Zaman 1.49
C-Enzim 0.16
Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
DH (%)
oD s above precicted val DesighExpet? Safv
X esign points abote predicted velue ’ aﬂsig'n C;d;\)ig Aclauaﬂa,e DH (%)
%67‘5196 DH )
o Design Paits
604324 Ea?aws
XL= A: Sicaklk et
X2= B: Zaman
XL= A Sicakli
Actual Factor 2= B: Zaman
C:Enzim=1
Actuel Factor Poy
CEnzin=1 g
o ¢
S c
I :
I
o N
p
A Sicaklk (derece)
(a) (b)

Sekil 4.1. CYY ile alabalik atiklarinda alkali poteaz enzimi ile sicaklik ve zamana gore
HD(%) degisimini gosteren (a) li¢ boyutlu grafik, (b) kontir grafik

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
DH (%) Design-Expert® Software

@ Design points above predicted value Factor Coding: Actual
° DH (%)
67,5196 « Design Points
H 67,5196
60,4324 s
X1 = C: Enzim
X2 = A: Sicaklik XL= C: Enzim
X2 = A: Sicaklik
Actual Factor
B: Zaman = 1 Actual Factor
B: Zaman = 1

A: Sicaklik (derece)

DH (%)

C: Enzim (%)

@ (b)

Sekil 4.2. CYY ile alabalik atiklarinda alkali poteaz enzimi ile sicaklik ve enzime gore HD
degisimini gosteren (a) ii¢ boyutlu grafik, (b) kontir grafik
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Benjakul ve Morrisey (1997), pasifik merlaninin kat1 atik proteinleri igin optimum
hidrolize kosullarini 9.5 pH, 60 derece hidroliz sicakligi, 60 dakika hidroliz siiresi ve
kat1 atik ve tampon karisimi i¢in (1:1 w/v) 20 Aukg’lik enzim seviyesi olarak
bulmuglardir. Benjakul ve Morrisey’in (1997) bulgular1 bu ¢alismada bulunanlardan
olduk¢a yiiksektir. Bunun sebebi muhtemelen farkli kosul kombinasyonlari
denenirken digerlerini sabit tutmalaridir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen yiiksek
hidroliz seviyeleri, hidrolizatlarin aciligin1 azaltabilecegi (Adler-Nissen, 1984) ve
alkalazin diger proteazlara gore daha az aci hidrolizatlar ortaya ¢ikardigi da rapor

edilmistir (Hoyle ve Meritt, 1994; Benjakul ve Morrisey, 1997).

Tahmin edilen ve yukaridaki uyumlama denklemi ile elde edilen HD(%), deneysel
HD(%)’e yakindir (Cizelge 4.7) ve bu da modelin alabalik atik proteinlerini etkileyen
farkli deneysel degerler kombinasyonlarinda HD(%)’ nin tahmin etmekteki

kullanilabilirligini gostermektedir.

Cizelge 4.7. Alabalik atiklarinda alkali proteaz enzimi ile hidolizasyonda HD i¢in karsilik
gelen tahmin deger ve dogrulama deneyleri sirasinda goézlemlenen hidroliz
derecesi (HD %)

Optimum kosullar Cevap

Xy X, X3 Y
Tahmin Edilen 60 1 1 65.80
Deney Sonucu 64.35

Xy sicaklik, X,: zaman, X3: enzim, Y: hidroliz derecesi(%)

4.2.2. Mezgit Atiklarimin Alkali Proteaz Enzimi ile Optimizasyonu

BBD faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen mezgit atiklarinda alkali proteaz
enzimi ile elde edilen hidrolizdeki sicaklik, zaman ve enzim konsantrasyonu
bagimsiz degiskenlerine karsi, cevap degiskenleri, deneysel ve yontem tarafindan

ongorulen HD(%) Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Mezgit atiklarinda alkali proteaz enzimi ile ger¢ek bagimsiz degisken seviyeleri
ile birlikte gozlemlenen degerler tepki degiskeni, HD(%) (Y)

X1 X, X3 Y
1 50 4.5 1.5 49.43
2 40 4.5 2 50.04
3 60 1 1.5 57.47
4 60 4.5 1 53.48
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Cizelge 4.8’in devami

5 50 1 2 52.39
6 40 8 1.5 52.38
7 50 1 1 52.99
8 50 4.5 1.5 49.44
9 50 8 2 46.07
10 60 8 1.5 53.08
11 50 45 1.5 49.44
12 50 8 1 46.40
13 60 4.5 2 53.21
14 40 1 1.5 58.47
15 40 4.5 1 60.13

Xy sicaklik, X,: zaman, X3: enzim Y: hidroliz derecesi(%)

CYY ile mezgit atiklarinda alkali proteaz enzimi ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda 0.007 p degeri (P>F) ile quadratik model 6nerilmistir (Cizelge
4.9).

Cizelge 4.9. CYY ile mezgit atiklarinda alkali proteaz enzimi ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda énerilen modeller

Kareler  Serbestlik Ortalama F P-Degeri
Kaynak Ortalamas1  Derecesi Kareler Degeri P>F
Ortalama 41020.82 1 41020.82
Lineer 86.11 3 28.70 2.15 0.151
2FI 24.85 3 8.28 0.54 0.666
Quadratik 108.65 3 36.22 13.84 0.007 Onerilen
Kibik 13.09 3 4.36
Kalan 0.000 2 0.000
Toplam 41253.52 15 2750.23

Formil 4.2 tarafindan ifade edilen model quadratik bir formildir ve denklemi

asagidaki gibidir:

Y=49.44+(-0.47*X1)+(5.33*X1%)+(-2.92*X2)+(0.58*X2)+(-1.41*X3)  (4.2)
+(-0.56*X3%)+(0.42*X1*X2)+(2.46*X1*X3)+(0.06 7*X2*X3)

HD(%) i¢in model denklem, alabalik atik proteinlerinin {i¢ bagimsiz degiskenin (X1,
X2, ve X3) onlarin etkilesimlerin fonksiyonu olarak tepki degiskeni (Y), temel
faktorlerin sabit dogrusal ve 2. dereceden uyumlama katsayilar1 ve etkilesimlerin

dogrusal uyumlama katsayilar1 Cizelge 4. 10’uda kullanilarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. Mezgit atiklarinda alkali proteaz kullanarak, optimizasyon deneyleri ve ana
faktorlerin regrasyon katsayilar1 ve bunlarin etkilesimleri

Faktor Regrasyon Katsayisi

Sabit (Intercept) 49.44
A-Sicaklik -0.47
B-Zaman -2.92
C-Enzim -1.41
AB 0.42
AC 2.46
BC 0.067

A? 5.33

B? 0.58

C? -0.56

Cevap ylzeyi quadratik formul igin elde edilen varyans analizi (ANOVA) Cizelge
4.11’de verilmistir.

Cizelge 4.11. Alkali proteaz enzimi kullanilarak mezgit atiklarinda yapilan optimizasyon
deneyleri sirasinda sicaklik, zaman, enzim konsantrasyonundan etkilenen
HD'nin ANOVA tablosu

Kareler  Serbestlik Ortalama P-Degeri
Kaynak Ortalamas1  Derecesi Kareler F Degeri P>F
Model 219.61 9 24.4 9.32 0.0121 *
A-Sicaklik 1.76 1 1.76 0.67 0.4491
B-Zaman 68.39 1 68.39 26.13 0.0037
C-Enzim 15.96 1 15.96 6.1 0.0566
AB 0.72 1 0.72 0.28 0.622
AC 24.11 1 24.11 9.21 0.0289
BC 0.018 1 0.018 6.80E-03 0.9375
A 104.96 1 104.96 40.1 0.0014
B’ 1.25 1 1.25 0.48 0.5207
c? 1.14 1 1.14 0.44 0.5378
Arta kalan 13.09 5 2.62
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 13.09 3 4.36
Hata 0 2 0
Diizeltilmis
Toplam 232.7 14
R 0.9438
R?Adj 0.8425
Pred R 0.1001
Sinyal/Glriltii orani 10.580
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9.32 Model F degeri, modelin anlamli oldugunu ifade etmektedir. 0,0121 Prob>F
degerinin  0,0500°’den kii¢iik olmast model terimlerinin anlamli oldugunu
gostermektedir. HD(%) icin bulunan ikinci dereceden modelin R? 0.9438 ve R*Adj
0.8425 degerlerinin 1’e ¢ok yakin olmasi deneysel degerlerle model tarafindan
ongoriilen degerlerin ¢ok iyi bir uyum igerisinde oldugunu gostermektedir. Sinyal /
giiriiltii oraninin 4°den biyuk bir oranda olmasi istenir. Bu ¢aligmada, 10.580 sinyal /
giriiltii oran1 ile modelin uygun bir sinyale sahip oldugunu gostermektedir. Modelin
uyum eksikligi (lack of fit) ise énemsiz bulundugundan segilen modelin uyumlu
oldugu gorulmektedir.

DH (izerine, zaman (B), sicaklik (A), enzim konsantrasyonu (C) interaksiyonu ve A?
degerleri istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (p<0.05), sicaklik (A) ve enzim
konsantrasyonu (C)’ nun énemsiz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (p>0.05).

Optimizasyonu saglanmis hidrolizasyonun, istenilebilir profil, hidroliz derecesinin
56.81 ‘e yikseldigi 60 °C sicaklik 1 saat ve %1.270 enzim konsantrasyonu ile
birlikte optimum hidroliz derecesine ulasilabilecegini gostermektedir. Mezgit
atiklarindan alkali proteaz enzimi ile sicaklik ve zamana bagli HD (%) degisimini
gosteren U¢ boyutlu grafik ve kontur grafik Sekil 4.3. de, sicaklik ve enzime bagh
HD(%) degisimini gosteren 3 boyutlu grafik ve kontur ise Sekil 4.4 de, enzim ve
zamana bagli HD(%) degisimini gdsteren 3 boyutlu grafik ve kontur ise Sekil 4.5 de

gosterilmistir.

Calismada, bagimsiz olarak zaman ve enzim konsatrasyonu ile sicaklik-enzim
ikilisinin HD(%) iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu (p<0.05) fakat sicakligin
ise Oonemli bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir (p>0.05).Tahmin edilen ve
yukaridaki uyumlama denklemi ile elde edilen HD(%), deneysel HD(%)’ye yakin
bulunmustur (Cizelge 4.12) ve bu da atik proteinlerini etkileyen farkli deneysel
degerler kombinasyonlarinda atik proteinlerinin  HD(%)’sini  tahmin etmekteki
kullanilabilirligini gostermektedir. HD(%) igin sonugta olusan uyumlama katsayisi
deneysel islemlerde ve saglama islemlerinde yiiksek korelasyon degerleri (1.0°e

yakin) ile tahmin modelinin gegerliligini gostermektedir.
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Cizelge 4.12. Mezgit atiklarinda alkali proteaz ile hidolizasyonda HD igin karsilik gelen
tahmin deger ve dogrulama deneyleri sirasinda gézlemlenen HD (%)

Optimum kosullar Cevap

Xy X, X3 Y
Tahmin Edilen 60 1 1.270 56.81
Deney Sonucu 57.47

Xi1: sicaklik, X,: zaman, Xs: enzim, Y: hidroliz derecesi(%)

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
DH (%)

EGU 1251
46,0655
XL = A: Sicaklik
X2 = B: Zaman 65

Actual Factor
C: Enzim = 1,27

B: zaman (saat)

DH (%)

A: Sicakli (derece)
/ 60

6 55
BN /{
B: Zaman (saat) W A Sicakik (derece)
1 40

(a) (b)

Sekil 4.3. CYY ile mezgit atiklarinda alkali poteaz enzimi ile sicaklik ve zamana gére HD
degisimini gosteren (a) ¢ boyutlu grafik,(b) kontur grafik

Des

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual .
DH (%)

usa 1251 e

46,0655

XL= A: Sicaklik
X2 = C: Enzim Aol Fackr
Actual Factor

B: Zaman = 1,00459

DH (%)

A Sicakl Gerece)

16 = /
C: Enzim (%) 12 4 A: Sicaklik (derece)

@ (b)

Sekil 4.4. CYY ile mezgit atiklarinda alkali poteaz enzimi ile sicaklik ve enzime gére HD
degisimini gosteren (a) ii¢ boyutlu grafik,(b) kontiir grafik
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Sekil 4.5. CYY ile mezgit atiklarinda alkali poteaz enzimi ile zaman ve enzime gére HD
degisimini gosteren (a) ii¢ boyutlu grafik,(b) kontiir grafik
4.2.3. Hamsi Atiklarinin Alkali Proteaz Enzimi ile Optimizasyonu
BBD Faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen hamsi atiklarinda alkali proteaz
enzimi ile elde edilen hidrolizdeki sicaklik, zaman ve enzim konsantrasyonu
bagimsiz degiskenlerine karsi, cevap degiskenleri, deneysel ve yontem tarafindan

ongorilen HD(%) degerleri Cizelge 4.13° de gosterilmistir.

Cizelge 4.13. Hamsi atiklarinda alkali proteaz enzimi ile gergek bagimsiz degisken seviyeleri
ile birlikte gbzlemlenen degerler tepki degiskeni, hidroliz derecesi (HD, Y)

X1 X X3 Y
1 60 4.5 1 56.95
2 40 8 1.5 59.75
3 50 1 2 71.02
4 50 4.5 1.5 65.37
5 60 4.5 2 53.20
6 50 8 2 62.51
7 40 4.5 2 55.81
8 50 1 1 66.71
9 50 8 1 45.48
10 50 4.5 1.5 65.37
11 40 4.5 1 54.77
12 50 4.5 1.5 65.37
13 60 8 1.5 5451
14 40 1 1.5 44.66
15 60 1 1.5 53.45

Xy:sicaklik, Xz:zaman, Xs:enzim Y:hidroliz derecesi(%HD)

CYY ile hamsi atiklarinda alkali proteaz enzimi ile hidroliz parametrelerinin

optimizasyonunda Onerilen modeller ¢izelge 4.14 de gosterilmistir.
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izelge 4.14. CYY ile hamsi atiklarinda alkali proteaz enzimi ile hidroliz
Cizelg p
parametrelerinin optimizasyonunda énerilen modeller

Kareler  Serbestlik Ortalama F P-Degeri
Kaynak Ortalamasi  Derecesi Kareler Degeri P>F
Ortalama 51033.01 1 51033.01 Onerilen

Lineer 67.81 3 22.60 0.32 0.8086

2FI 95.43 3 31.81 0.38 0.7718

Quadratik 336.46 3 112.15 1.66 0.2887
Kibik 337.44 3 112.48
kalan 0.000 2 0.000
Toplam 51870.16 15 3458.01

Modelde lineer ve quadratik terimler arasindaki farkin 6nemli olmadigi (p>0.05),
genel ortalama modelinin ise 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05). Ortalamalar
arasindaki fark onemli olsa da lineer ve quadratik etkiler istatistiksel olarak 6nemsiz
olarak saptanmistir (p>0.05), (Cizelge 4.14). Bu durumda hamsi atiklarinin alkali
proteaz enzimi ile optimizasyonunda uygulanan model terimleri Gnemli
bulunmamustir. Alkali proteaz enziminin HD(%) Uzerine sicaklik ve zamanin 6nemli

bir etkiye sahip olmadig1 Cizelge 4.15’de gorilmektedir.

Cizelge 4.15. Alkali proteaz enzimi kullamilarak hamsi atiklarinda yapilan optimizasyon
deneyleri sirasinda sicaklik, zaman, enzim konsantrasyonundan etkilenen
HD(%)' nin ANOVA tablosu

Kareler Serbestlik Ortalama P-Degeri
Kaynak Ortalamasi Derecesi Kareler F Degeri P>F
Model 0.000 0
Arta kalan 837.15 14 59.80
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 837.15 12 69.76
Hata 0.000 2 0.000
Diizeltilmis 83715 14
Toplam
R? 0.0000
R?Adj 0.0000
Pred R? -0.1480

4.2.4.Alabalik Atiklarimin Protameks Enzimi ile Optimizasyonu

Merkezi Birlesik Tasarimlarina (CCD) faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen
alabalik atiklarinda protameks enzimi ile elde edilen hidrolizdeki zaman ve enzim
konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine karsi, cevap degiskenleri, deneysel ve

yontem tarafindan 6ngorilen HD(%) Cizelge 4.16° da gosterilmistir.
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Cizelge 4.16. Alabalik atiklarinda protameks enzimi ile ger¢cek bagimsiz degisken seviyeleri
ile birlikte gézlemlenen degerler tepki degiskeni (Y) HD(%)

X1 X Y
1 4.5 0.79 48.18
2 4.5 1.5 51.06
3 4.5 2.20 47.79
4 8 2 42.16
5 -0.45 1.5 74.95
6 1 2 87.67
7 4.5 1.5 51.06
8 9.45 1.5 37.32
9 8 1 42.22
10 4.5 1.5 51.06
11 4.5 1.5 51.06
12 1 1 79.29
13 4.5 1.5 51.06

Xi: zaman, X,: enzim Y: hidroliz derecesi(%HD)
CYY ile alabalik atiklarinda protameks enzimi ile hidroliz parametrelerinin

optimizasyonunda 6nerilen modeller Cizelge 4.17° de gosterilmistir.

Cizelge 4.17. CYY ile alabalik atiklarinda protameks enzimi ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda 6nerilen modeller

Kareler  Serbestlik Ortalama F P-Degeri
Kaynak  Ortalamas1  Derecesi Kareler  Degeri P>F

Ortalama 33528.00 1 33528.00 Onerilen
Lineer 22.39 2 11.19 411 0.0498

2FI 2.92 1 2.92 1.08 0.3252
Quadratik 13.23 2 6.62 4.18 0.0639

Kiibik 10.96 2 5.48 236.13 <0.0001 Onerilen
Kalan 0.12 5 0.023

Toplam 33577.62 13 2582.89

Onerilen modelde P degeri (P>F) 0.0001 olarak bulunurken F degeri 236.13 olarak

bulunmustur. Bu degerler modelin uygun oldugunu gostermektedir.

Formil 4.4 tarafindan ifade edilen model zaman ve protameks enzim
konsantrasyonunun fonksiyonu olarak HD(%)’ ni géstermektedir. HD(%) i¢in model
denklem, alabalik atik proteinlerinin iki bagimsiz degiskenin (X1 ve X2) onlarin
etkilesimlerin fonksiyonu olarak tepki degiskeni (YY), temel faktorlerin sabit dogrusal
ve 2. dereceden uyumlama Kkatsayilart ve etkilesimlerin dogrusal uyumlama

katsayilar1 Cizelge 4.18 kullanilarak belirlenmistir ve asagidaki gibidir.
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Y=51.06+(-13.3*X1)+(5.23*X1%)+(-0.14*X2)+(1.16*X2%) (4.4)
+(2.11*X1*X2)+(-2.21*X1%*X2)+(-7.34*X1*X2?)

Cizelge 4.18. Alabalik atiklarinda protameks enzimi kullanarak optimizasyon deneyleri ve
ana faktorlerin regrasyon katsayilar1 ve bunlarin etkilesimleri

Faktor Regrasyon Katsayisi
Sabit (Intercept) 51.06
A-Zaman -13.3
B-Enzim -0.14
AB -2.11
A? 5.23
B? 1.16
A’B 2.21
AB? -7.34

Protameks enzimi kullanilarak alabalik atiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri
sirasinda zaman ve enzim konsantrasyonundan etkilenen HD (%) nin ANOVA

sonuglar1 Cizelge 4.19’ da verilmistir.

Cizelge 4.19. Protameks enzimi kullanilarak alabalik atiklarinda yapilan optimizasyon
deneyleri sirasinda zaman ve enzim konsantrasyonundan etkilenen HD'nin
ANOVA tablosu

Kareler  Serbestlik Ortalama P-Degeri

Kaynak Ortalamas1 Derecesi  Kareler  F Degeri P>F
Model 2639.91 7 377.13 8.12 0.017 *
A-Zaman 707.8 1 707.8 15.24 0.011
B-Enzim 0.075 1 0.075 1.61E-03 0.970
AB 17.81 1 17.81 0.38 0.563
A? 190.47 1 190.47 4.1 0.099
B? 9.35 1 9.35 0.2 0.673
A’B 9.8 1 9.8 0.21 0.665
AB’ 107.84 1 107.84 2.32 0.188
Arta kalan 232.25 5 46.45
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 232.25 1 232.25
Hata 0 4 0
Diizeltilmis
Toplam 2872.16 12
R 0.9191
R?Adj 0.8059
Pred R2 0.5976
Sinyal / gurultu
oraninin 8,512
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Model i¢in F degeri 8.12 olarak bulundugundan ve 0.017 P degeri (P>F) olmasindan
modelin uyumlu oldugu anlasilmaktadir. HD(%) icin bulunan ikinci dereceden
modelin R? 0.9191 ve R*Adj 0.8059 degerleri 1’ e yakin bulunmustur. Bu ¢alismada
tespit edilen %91.91 R® degeri, toplam degisimin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yanliz %8.09’unun modelle ifade edilemedigini
gostermektedir. Sonug olarak bu degerlerin birbirine ve 1’ e yaklasmasit modelin
basarisin1  gostermektedir. Bu ¢alismada yeterli kesinligi (adequate precision),
gOsteren 8.512 sinyal / giiriilti oran1 ile modelin yeterli sinyale isaret ettigi
bulunmustur. Formul 4.4’ te elde edilen regrasyonunun grafiksel gosterimleri Sekil
4.6’ da U¢ boyutlu cevap ylzeyleri design expert 10 (Statsoft, 1999) kullanilarak
gosterilmistir.

- Design-Exerth Sofiare:
Design-Expert® Software Factor Codng: Actal

Factor Coding: Actual DHEH)
DH (%)  Design Poins
© Design points abowe predicted value 876674
%87 6674 r

3012

37,3212

XL=A: Zaman
X2 = B: Enzim

B: Enzim (%)

DH (%)

A Zaman (saat)

(a) (b)

Sekil 4.6. CYY ile alabalik atiklarinda protameks enzimi ile zaman ve enzime gore HD
degisimini gosteren (a) ii¢c boyutlu grafik, (b) kontlr grafik

Optimizasyonu saglanmis hidrolizasyonun hidroliz derecesi 73.91 ‘e yiikseldigi
enzim ve zaman igin Cevap Ylzeyi Grafigi Sekil 4.6 da gorulmektedir. Optimum
HD (%73.91) icin istenilebilirlik profili, maksimum istenilebilirlik seviyesi olan
1.0’e (0-1 aras1 olgekte) 1 saat hidroliz siiresi ve %1 lik enzim konsantrasyonu ile
ulasilabilecegini gostermektedir. Calismada, HD(%) degeri lizerine sicakligin 6nemli
bir etkiye sahip oldugu (p<0.05) fakat enzim miktarinin ise énemli bir etkiye sahip
olmadig1 bulunmustur (p>0.05).Tahmin edilen ve yukaridaki uyumlama denklemi ile

elde edilen HD(%), deneysel HD(%)’e yakin bulunmustur (Cizelge 4.20). Elde
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edilen bu sonuca gore, modelin alabalik atik proteinlerini etkileyen farkli deneysel
degerler kombinasyonlarinda atik proteinlerinin  HD(%)’sini tahmin etmekte

kullanilabilir oldugunu géstermektedir.

Cizelge 4.20. Alabalik atiklarinda protameks ile hidolizasyonda HD igin karsilik gelen
tahmin deger ve dogrulama deneyleri sirasinda gézlemlenen HD (%)

Optimum kosullar Cevap

X1 X, Y
Tahmin Edilen 1 1 73.91
Deney Sonucu 74.30

X1: zaman, X,: enzim Y: hidroliz derecesi(%)

4.2.5.Mezgit Atiklarimin Protameks Enzimi ile Optimizasyonu

CCD faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen mezgit atiklarinda protameks enzimi
ile elde edilen hidrolizdeki zaman ve enzim konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine
karsi, cevap degiskenleri, deneysel ve yontem tarafindan belirlenen HD(%) Cizelge

4.21°de gosterilmistir.

Cizelge 4.21. Mezgit atiklarinda protameks enzimi ile ger¢ek bagimsiz degisken seviyeleri
ile birlikte gbzlemlenen degerler tepki degiskeni, hidroliz derecesi (HD(%), Y)

X1 X Y
1 4.5 0.79 57.82
2 4.5 1.5 56.89
3 4.5 2.21 54.86
4 8 2 58.78
5 -0.45 1.5 54.49
6 1 2 54.43
7 4.5 1.5 56.89
8 9.44975 1.5 57.81
9 8 1 54.61
10 4.5 1.5 56.89
11 4.5 1.5 56.89
12 1 1 54.43
13 4.5 1.5 56.89

X1: zaman, X,: enzim Y: hidroliz derecesi(%HD)

CYY ile mezgit atiklarinda protameks enzimi ile hidroliz parametrelerinin

optimizasyonunda 6nerilen modeller Cizelge 4.22°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.22. CYY ile mezgit atiklarinda protameks enzimi ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda 6nerilen modeller

Kareler Serbestlik  Ortalama F P-Degeri

Kaynak  Ortalamasi Derecesi Kareler  Degeri P>F
Ortalama 41183.60 1 41183.60

Lineer 10.64 2 5.32 3.11 0.089
2FI 4.37 1 4.37 3.08 0.113
Quadratik 3.05 2 1.53 1.10 0.383

Kiibik 8.75 2 4.37 23.23 0.003 Onerilen
Kalan 0.94 5 0.19
Toplam 41211.35 13 3170.10

Formil 4.5 tarafindan ifade edilen model zaman ve protameks enzim
konsantrasyonunun fonksiyonu olarak HD(%)’ni gostermektedir. HD(%) i¢in model
denklem, mezgit atik proteinlerinin iki bagimsiz degiskenin (X1 ve X2) onlarin
etkilesimlerin fonksiyonu olarak tepki degiskeni (YY), temel faktorlerin sabit dogrusal
ve 2. dereceden uyumlama katsayilar1 ve etkilesimlerin dogrusal uyumlama

katsayilar1 Cizelge 4.23 kullanilarak belirlenmistir.

Y=56.89+(1.17*X1)+(-0.54*X1%)+(-1.05*X2) +(-0.45%X2?) (4.5)
+(1.04%X1*X2)+(2.09%X12%X2)+(-0.038*X1*X2?)

Cizelge 4.23. Mezgit atiklarinda protameks enzimi kullanarak optimizasyon deneyleri ve
ana faktorlerin regrasyon katsayilart ve bunlarin etkilesimleri

Faktor Regrasyon Katsayisi

Sabit (Intercept) 56.89
A-Zaman 1.17
B-Enzim -1.05
AB 1.04

A? -0.54

B2 -0.45

A’B 2.09

AB? -0.038

Cevap Ylzeyi kubik formul icin varyans analizi (ANOVA) Cizelge 4.24°de
verilmistir. Model icin F degeri 20.34 olarak bulundugundan ve 0.0022 p degeri
(P>F) ile modelin uyumlu oldugu anlasilmaktadir. HD(%) icin bulunan ikinci
dereceden modelin 0.9661 R? ve 0.9186 R°Adj degerlerinin 1’ e ¢ok yakin olmasi

deneysel degerlerle model tarafindan Ongoriillen degerlerin ¢ok iyi bir uyum
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icerisinde oldugunu gostermektedir. R? degeri yiizde olarak ifade edildiginde,

%96.61 ile toplam degisimin bagimsiz degiskenlere atfedilebilecegini, toplam

degisimin yanliz %3.39’unun modelle ifade edilemedigini gostermektedir. Calismada

sinyal giiriiltii oran1 14.620 degeri ile %4° Un Ustlinde bulunarak yeterli sinyale isaret

ettigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.24. Protameks enzimi kullanilarak mezgit atiklarinda yapilan optimizasyon
deneyleri sirasinda zaman, enzim konsantrasyonundan etkilenen HD'nin

ANOVA tablosu

Kareler Serbestlik  Ortalama F P-Degeri

Kaynak Ortalamasi Derecesi Kareler  Degeri P>F
Model 26.81 7 3.83 20.34 0.0022 *
A-Zaman 5.5 1 5.5 29.19 0.0029
B-Enzim 4.38 1 4.38 23.25 0.0048
AB 4.37 1 4.37 23.19 0.0048
A? 2.05 1 2.05 10.87 0.0215
B? 1.4 1 1.4 7.41 0.0416
A’B 8.75 1 8.75 46.45 0.001
AB? 2.86E-03 1 2.86E-03  0.015 0.9067
Arta kalan 0.94 5 0.19
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 0.94 1 0.94
Hata 0 4 0
Diizeltilmis
Toplam 27.75 12
R? 0.9661
R?Adj 0.9186
Pred R? 0.7325
Sinyal / guraltd
oranini 14.620

Formil 4.5 ile elde edilen regrasyonunun grafiksel gosterimleri olan (¢ boyutlu

cevap yiizeyleri design expert kullanilarak elde edilmis ve Sekil 4.7 de

gosterilmistir.
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XL = A: Zaman B:Em
X2 = B: Enzim
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A: Zaman (saat)

@ (b)
Sekil 4.7. CYY ile mezgit protameks enzimi ile zaman ve enzime gore HD degisimini
gosteren (a) Ug boyutlu grafik,(b) kontdr grafik

Optimizasyonu saglanmis hidrolizasyonun hidroliz derecesinin(HD%) 54.77 ‘e
yiikseldigi enzim ve zaman igin cevap yiizey grafigi Sekil 4.7 de gorilmektedir.
Optimum HD(%) (%54.77) icin istenilebilirlik profili , maksimum istenilebilirlik
seviyesi olan 1.0’e (0-1 arasi Olg¢ekte) 1 saat hidroliz siiresi ve %1 lik enzim
konsantrasyonu ile ulagilabilecegini gostermektedir. Calismada, zaman ve enzim
konsatrasyonu ile zaman-enzim konsantrasyonu arasindaki etkinin HD(%) dzeyleri
tizerinde 6nemli oranda etkili oldugu bulunmustur (p<0.05). Tahmin edilen ve
yukaridaki uyumlama denklemi ile elde edilen %54.77 HD(%), %54.43 ile deneysel
HD(%)’e yakin bulunmustur (Cizelge 4.25). Sonuca gore uygulanan modelin mezgit
atitk proteinlerini etkileyen farkli deneysel degerler kombinasyonlarinda atik

proteinlerinin HD (%)’ sini tahmin etmekte kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.25. Mezgit atiklarinda protameks ile hidolizasyonda HD ig¢in karsilik gelen tahmin
deger ve dogrulama deneyleri sirasinda gézlemlenen hidroliz derecesi (HD%)

Optimum kosullar Cevap

X3 X2 Y
Tahmin Edilen 1 1 54.77
Deney Sonucu 54.43

X1: zaman, X,: enzim Y: hidroliz derecesi HD (%)
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4.2.6. Hamsi Atiklarinin Protameks Enzimi ile Optimizasyonu

CCD faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen hamsi atiklarinda protameks enzimi ile
elde edilen hidrolizdeki zaman ve enzim konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine
kars1, cevap degiskenleri, deneysel ve yontem tarafindan 6ngoriilen hidroliz derecesi
(HD)(%) Cizelge 4.26’da gosterilmistir.

Cizelge 4.26. Hamsi atiklarinda protameks kullanarak optimizasyon deneyleri ve ana
faktorlerin regrasyon katsayilar1 ve bunlarin etkilesimleri

X1 X, Y
1 45 0.79 46.03
2 4.5 1.5 47.79
3 45 2.20 50.06
4 8 2 47.42
S -0.45 1.5 47.74
6 1 2 51.25
7 4.5 1.5 47.79
8 9.45 1.5 47.14
9 8 1 48.39
10 4.5 1.5 47.79
11 45 1.5 47.79
12 1 1 56.43
13 45 1.5 47.79

X1: zaman, X,: enzim Y: hidroliz derecesi(%)

CYY ile hamsi atiklarinda protameks enzimi ile hidroliz parametrelerinin

optimizasyonunda 6nerilen modeller Cizelge 4.27° de gosterilmistir.

Cizelge 4.27. CYY ile hamsi atiklarinda protameks enzimi ile hidroliz parametrelerinin

optimizasyonunda Onerilen modeller

Kareler Serbestlik Ortalama F P-Degeri

Kaynak  Ortalamas1  Derecesi Kareler  Degeri P>F
Ortalama 30860.29 1 30860.29 Onerilen
Lineer 20.23 2 10.12 1,58 0.254 Onerilen
2FI 4.44 1 4.44 0.67 0.435
Quadratik 7.44 2 3.72 0.50 0.628
Kibik 32.72 2 16.36 4.17 0.086
Kalan 19.60 5 3.92
Toplam 30944.72 13 2380.36

Program tarafindan 0.254 p degeri (P>F ) ile lineer model 6nerilmistir (Cizelge 4.27).

Goriildugi tizere 1.58 Model F degeri, modelin giiriiltiiye gore anlamli olmadigini ve
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0.2542 Prob> F" degerinin 0.0500'den biiylik olmasi model terimlerinin anlaml
olmadigint gostermektedir Cizelge 4.28’de lineer model terimlerinden HD(%)
lzerine, zaman (A) ve enzim konsantrasyonu (B)’ nun istatistiksel olarak énemli bir
etkiye sahip olmadig bulunmustur (p>0.05). Ug boyutlu Cevap Yizeyleri Design
Expert kullanilarak Sekil 4.8” de gosterilmistir.

Cizelge 4.28. Protameks enzimi kullanilarak hamsi atiklarinda yapilan optimizasyon
deneyleri sirasinda zaman, enzim konsantrasyonundan etkilenen HD'nin
ANOVA tablosu

Kareler  Serbestlik  Ortalama F P-Degeri
Kaynak Ortalamas1  Derecesi Kareler Degeri P>F
Model 20.23 2 10.12 1.58 0.2542 0.s
A-Zaman 20.20 1 20.20 3.15 0.1065
. 4.130E-
B-Enzim 0.027 1 0.027 003 0.9500
Arta kalan 64.20 10 6.42
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 64.20 6 10.70
Hata 0.000 4 0.000
Diizeltilmis 8443 12
Toplam
R 0.2396
R?Adj 0.0875
Pred R -0.6251
sinyal / gurdlti
orani 3.693

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual Design-Expert® Software

o Design points above predicted value Factor Coding: Actual

o
o Design Points
%56‘4292 E%AM
46,0309 46,0309

XL =B: Enzim
X2 =A: Zaman XL=B: Enzim
X2 = A: Zaman

5e

DH (%)
A: Zaman (saat)

B: Enzim (%) (b)

Sekil 4.8. CYY ile hamsi protameks enzimi ile zaman ve enzime gore HD degisimini
gosteren (a) Uc boyutlu grafik,(b) kontur grafik
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4.2.7. Alabalik Atiklariin Flavourenzim ile Optimizasyonu

CCD faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen alabalik atiklarinda flavourenzim ile
elde edilen hidrolizdeki zaman ve enzim konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine
karsi, cevap degiskenleri, deneysel ve yontem tarafindan Ongoriilen hidroliz

derecesini (HD%) gostermektedir. Cizelge 4.29°da gosterilmistir.

Cizelge 4.29. Alabalik atiklarinda flavourenzim kullanarak optimizasyon deneyleri ve ana
faktorlerin regrasyon katsayilari ve bunlarin etkilesimleri

X1 X, Y
1 4.5 0.79 66.99
2 4.5 15 66.23
3 4.5 2.21 66.51
4 8 2 66.86
5 -0.45 15 67.49
6 1 2 67.67
7 4.5 15 66.23
8 9.45 1.5 66.48
9 8 1 66.20
10 4.5 15 66.23
11 4.5 15 66.23
12 1 il 67.29
13 4.5 15 66.23

Cizelge 4.30’da goriildiigi gibi, CYY ile alabalik atiklarinda flavourenzim ile
hidroliz parametrelerinin optimizasyonunda, 0.005 p degeri (P>F ) ile quadratik

model onerilmistir.

Cizelge 4.30. CYY ile alabalik atiklarinda flavourenzim ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda 6nerilen modeller

Kareler  Serbestlik  Ortalama P-Degeri

Kaynak Ortalamast  Derecesi Kareler F Degeri P>F
Ortalama  57769.53 1 57769.53
Lineer 1.40 2 0.70 3.41 0.074
2FI 0.018 1 0.018 0.079 0.785
Quadratik 1.60 2 0.80 12.77 0.005 Onerilen
Kibik 0.40 2 0.20 25.60 0.002
Kalan 0.039 5 7.816E-003
Toplam 57772.99 13 444408

Formil 4.7 tarafindan ifade edilen model, zaman ve flavourenzim

konsantrasyonunun fonksiyonu olarak HD’ni gostermektedir.
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Y=66.23+(-0.36*X1)+(0.41*X1%)+(-0.17*X2)+(0.3*X2?) (4.7)
+(0.067*X1*X2)+(0.43*X1?*X2)+(-0.12*X1*X2%)

HD (%) icin model denklem, alabalik atik proteinlerinin iki bagimsiz degiskenin
(X1 ve X2) onlarin etkilesimlerin fonksiyonu olarak tepki degiskeni (Y), temel
faktorlerin sabit dogrusal ve 2. Dereceden uyumlama katsayilari ve etkilesimlerin
dogrusal uyumlama katsayilar1 Cizelge 4.31 kullanilarak belirlenmistir ve asagidaki
gibidir.

Cizelge 4.31. Alabalik atiklarinda flavourenzim kullanarak optimizasyon deneyleri ve ana
faktorlerin regrasyon katsayilari ve bunlarin etkilesimleri

Faktor Regrasyon Katsayisi

Sabit (Intercept) 66.23
A-Zaman -0.36
B-Enzim -0.17
AB 0.067

A’ 0.41

B? 0.3

A’B 0.43
AB’® -0.12

Varyans analizi (ANOVA) Cizelge 4.32’de verilmistir. Model i¢in F degeri 62.61
olarak bulundugu ve 0.0001 p degeri (P>F) ile modelin uyumlu oldugu
anlagilmaktadir. HD(%) icin bulunan ikinci dereceden modelin 0.9887 R? ve 0.9729
R?Adj degerlerinin 1’ e ¢ok yakin oldugu bulunmustur. Hidroliz derecesi (HD%) icin
ongorillen modelin 0.9827° lik R® degeri deneysel verilerle model tarafindan
ongorilen degerlerin uyumuna isaret etmektedir. Yiizde olarak ifade edildiginde, R’
enzim aktivitesi i¢in  %98.27 toplam degisimin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yanliz %1.73’iiniin modelle ifade edilemedigini
gostermektedir. Sonug olarak bu degerlerin birbirine ve 1’ e yaklasmas1 modelin
basarili oldugunu ve sinyal /giiriiltli oran1 (21.237)’nin ise 4° iin istiinde olmasindan
dolay1 yeterli sinyale isaret ettigini gostermektedir. Formil 4.7 nin regrasyonunun
grafiksel gosterimleri olan ¢ boyutlu Cevap Ylzeyleri Design Expert kullanilarak
elde edilmistir (Sekil 4.9).
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Cizelge 4.32. Flavourenzim kullanilarak alabalik atiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri
sirasinda  sicaklik, zaman, enzim Kkonsantrasyonundan etkilenen HD'nin
ANOVA tablosu

Kareler Serbestlik  Ortalama F P-Degeri

Kaynak Ortalamas1  Derecesi Kareler  Degeri P>F
Model 3.43 7 0.49 62.61 0.0001 *
A- Zaman 0.51 1 0.51 65.33 0.0005
B-Enzim 0.12 1 0.12 14.93 0.0118
AB 0.018 1 0.018 2.29 0.1905
A’ 1.19 1 119 15211 <0.0001
B? 0.61 1 0.61 77.81 0.0003
A’B 0.37 1 0.37 4758  0.001
AB? 0.028 1 0.028 3.61 0.116
Arta kalan 0.039 5 7.82E-03
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 0.039 1 0.039
Hata 0 4 0
Diizeltilmis
Toplam 3.46 12
R? 0.9887
R?Adj 0.9729
R?Pred 0.2781
sinyal / gurultl orani 21.237

Cizelge 4.32°de goriildiigii gibi quadratik model terimlerinde HD(%) Uzerine zaman
(A), A% B? ve A’B istatistiksel olarak onemli bulunurken(p<0.05) enzim
konsantrasyonu (B) zaman-enzim interaksiyonu (AB) ve AB? 6nemsiz bir etkiye

sahip oldugu bulunmustur(p>0.05).

76



Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
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o DesignPoits
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A Zaman (saaf)

(a) (b)
Sekil 4.9. CYY ile alabalik atiklarinda flavourenzim ile zaman ve enzime goére HD
degisimini gosteren (a) ii¢ boyutlu grafik, (b) konttr grafik
Optimizasyonu saglanmis hidrolizasyonun hidroliz derecesinin 67.16 ‘a yiikseldigi
enzim ve zaman igin cevap yiizey grafigi Sekil 4.9 da 1.302 saatte ve %1 enzim
konsantrasyonu ile gorilmektedir. Optimum HD (%67.16) icin istenilebilirlik profili,
maksimum istenilebilirlik seviyesi olan 1.0’e (0-1 arasi 6lgekte) 1.302 saatte ve %1
enzim enzim konsantrasyonu ile ulasilabilecegini gostermistir. Cizelge 4.33te
tahmin edilen HD(%) ile deney sonucu elde edilen HD(%) degerleri birbirine yakin
bulundugundan ve bu da HD(%) alabalik atik proteinlerini etkileyen farkli deneysel
degerler kombinasyonlarinda atik proteinlerinin  HD(%)’sini  tahmin etmekteki

kullanilabilirligini gostermektedir.

Cizelge 4.33. Alabalik atiklarinda flavourenzim ile hidolizasyonda HD igin karsilik gelen
tahmin deger ve dogrulama deneyleri sirasinda gézlemlenen hidroliz derecesi

Optimum kosullar Cevap

X1 X, Y
Tahmin Edilen 1.302 1 67.16
Deney Sonucu 67.29

X1: zaman, X,: enzim Y: hidroliz derecesi (HD%)
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4.2.8. Mezgit Atiklarimin Flavourenzim ile Optimizasyonu

CCD faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen mezgit atiklarinda flavourenzim ile
elde edilen hidrolizdeki zaman ve enzim konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine
karsi, cevap degiskenleri, deneysel ve yontem tarafindan o6ngdriilen HD Cizelge

4.34’de gosterilmistir.

Cizelge 4.34. Mezgit atiklarinda flavourenzim kullanarak optimizasyon deneyleri ve ana
faktorlerin regrasyon katsayilari ve bunlarin etkilesimleri

X1 X Y
1 4.5 0.80 51.90
2 4.5 1.5 49.51
3 4.5 2.21 51.36
4 8 2 53.72
5 -0.45 1.5 47.95
6 1 2 50.83
7 4.5 1.5 49.51
8 9.45 1.5 55.59
9 8 1 50.38
10 4.5 1.5 49.51
11 4.5 1.5 49.51
12 1 1 50.92
13 4.5 1.5 49.51

X1: zaman, X;: enzim Y: hidroliz derecesi(HD %)

CYY ile mezgit atiklarinda flavourenzim ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda, 0.0498 p degeri (P>F) ile lineer ve 0.0001< p (P>F) degeri ile
kiibik model 6nerilmistir (Cizelge 4.35).

Cizelge 4.35. CYY ile mezgit atiklarinda flavourenzim ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda énerilen modeller

Kareler Serbestlik  Ortalama F P-Degeri

Kaynak  Ortalamas1  Derecesi Kareler Degeri P>F
Ortalama 33528.00 1 33528.00

Lineer 22.39 2 11.19 411 0.0498 Onerilen
2FI 2.92 1 2.92 1.08 0.3252

Quadratik 13.23 2 6.62 4.18 0.0639

Kibik 10.96 2 5.48 236.13  <0.0001  Onerilen
Kalan 0.12 5 0.023
Toplam 33577.62 13 2582.89

Formiill 4.8 tarafindan ifade edilen model, zaman ve flavourenzim

konsantrasyonunun fonksiyonu olarak HD’ni gdstermektedir.
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Y=49.51+(2.7*X1)+(1.07*X1%)+(-0.19%*X2) +(1*X2?) (4.8)
+(0.86*X1*X2)+(1*X12*X2)+(-2.11*X1*X2?)

HD (%) i¢in model denklem, mezgit atik proteinlerinin iki bagimsiz degiskenin (X1
ve X2) onlarin etkilesimlerin fonksiyonu olarak tepki degiskeni (Y), temel faktorlerin
sabit dogrusal ve 2. dereceden uyumlama katsayilari ve etkilesimlerin dogrusal

uyumlama katsayilar1 Cizelge 4.36 kullanilarak belirlenmistir ve asagidaki gibidir.

Cizelge 4.36. Mezgit atiklarinda flavourenzim kullanarak optimizasyon deneyleri ve ana
faktorlerin regrasyon katsayilari ve bunlarin etkilesimleri

Faktor Regrasyon Katsayisi
Sabit 49.51
A-Zaman 2.7
B-Enzim -0.19
AB 0.86
A? 1.07
B? 1
A’B 1
AB’ 211

Varyans analizi (ANOVA) Cizelge 4.37°de verilmistir. Model i¢in F degeri 304.67
olarak bulundugu ve 0.0001 p degeri (P>F) ile modelin uyumlu oldugu
anlasilmaktadir. Bu c¢alismada uyum eksikligi (lack of fit) degeri Onemsiz
bulunmustur.Uyum eksikliginin 6nemsiz bulunmasi modelin anlamli oldugunu
gostermektedir. HD (%) icin bulunan ikinci dereceden modelin 0.9977 R2 ve 0.9944
R2Adj degerlerinin 1’ e c¢ok yakin oldugu bulunmustur. Hidroliz derecesi igin
ongoriilen modelin 0.9977° lik R2 degeri deneysel verilerle model tarafindan
ongoriilen degerlerin uyumuna isaret etmektedir. Yiizde olarak ifade edildiginde, R2
enzim aktivitesi i¢in  %99.77 toplam degisimin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini, toplam degisimin yanliz %0.23’iiniin modelle ifade edilemedigini
gostermektedir. Sonug¢ olarak bu degerlerin birbirine ve 1’ e yaklasmasi modelin
basarili oldugunu ve sinyal /giiriiltii oran1 (63.917)’nin ise 4° {in iistiinde olmasindan
dolayr yeterli sinyale isaret ettigini gostermistir. Formul 4.8’in regrasyonunun
grafiksel gosterimleri olan ¢ boyutlu Cevap Ylzeyleri Design Expert kullanilarak
elde edilmis ve Sekil 4.10° da gosterilmistir.
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Cizelge 4.37. Flavourenzim kullanilarak mezgit atiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri
sirasinda sicaklik, zaman, enzim konsantrasyonundan etkilenen HD'nin
ANOVA tablosu

Kareler  Serbestlik Ortalama F P-Degeri
Kaynak Ortalamas1 Derecesi  Kareler  Degeri P>F
Model 49.51 7 7.07 304.67 <0.0001 *
1257.0

A- Zaman 29.18 1 29.18 4 <0.0001
B-Enzim 0.14 1 0.14 6.22 0.0549
AB 2.92 1 2.92 126 < 0.0001
A? 7.97 1 7.97 343,51 <0.0001
B? 6.98 1 6.98 300.71 < 0.0001
A’B 2.02 1 2.02 86.86 0.0002
AB’ 8.95 1 8.95 3854  <0.0001
Arta kalan 0.12 5 0.023
Uyum Eksikligi
(Lack of Fit) 0.12 1 0.12 0.s
Hata 0 4 0
Diizeltilmis
Toplam 49.62 12
R’ 0.9977
R?Adj 0.9944
R*Pred 0.8503
Sinyal giiriiltii orani 63.917

Cizelge 4.37°de goriildiigii gibi kiibik model terimlerinde HD(%) lizerine zaman (A),
zaman-enzim interaksiyonu (AB) A% B? ve A?B ve AB? istatistiksel olarak énemli
bulunurken (p<0.05) enzim konsantrasyonu (B) onemsiz bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur (p>0.05). Calismada, HD(%) konsantrasyonu (zerine zaman, enzim
orani, zaman-enzim orani interaksiyonun arasinda onemli bir etkiye sahip oldugu

bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.10. CYY ile mezgit atiklarinda flavourenzim ile zaman ve enzime goére HD

degisimini gosteren (a) ti¢ boyutlu grafik,(b) kontur grafik
Optimizasyonu saglanmis hidrolizasyonun hidroliz derecesinin(HD%) 51.03 ‘e
yiikseldigi enzim ve zaman i¢in cevap yiizey grafigi Sekil 4.10 da 1.03 saatte ve %1
enzim konsantrasyonu ile goérilmektedir. Optimum HD (%51.03) icin istenilebilirlik
profili, maksimum istenilebilirlik seviyesi olan 1.0’e (0-1 arasi 6l¢ekte) 1.03 saatte
ve %1 enzim enzim konsantrasyonu ile ulasilabilecegini gostermistir. Tahmin edilen
ve yukaridaki uyumlama denklemi ile elde edilen HD(%) ile g6zlemlenen HD(%)
degerleri birbirine yakin bulunmustur (Cizelge 4.38). Bu da mezgit atik proteinlerini
etkileyen farkli deneysel degerler kombinasyonlarinda atik proteinlerinin HD(%)’sini

tahmin etmekte kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.38. Mezgit atiklarinda flavourenzim ile hidolizasyonda HD i¢in karsilik gelen
tahmin deger ve dogrulama deneyleri sirasinda gézlemlenen hidroliz derecesi

Optimum kosullar Cevap

X1 X3 Y
Tahmin Edilen 1.030 1 51.03
Deney Sonucu 50.92

X1: zaman, X,: enzim Y: hidroliz derecesi
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4.2.9. Hamsi Atiklarinin Flavourenzim ile Optimizasyonu

CCD faktoriyel dizayn kullanilarak belirlenen hamsi atiklarinda flavourenzimi ile
elde edilen hidrolizdeki zaman ve enzim konsantrasyonu bagimsiz degiskenlerine
karsi, cevap degiskenleri, deneysel ve yontem tarafindan 6ngoriilen hidroliz derecesi
(% HD) Cizelge 4.39°da gosterilmistir.

Cizelge 4.39. Hamsi atiklarinda flavourenzim kullanarak optimizasyon deneyleri ve ana
faktorlerin regrasyon katsayilart ve bunlarin etkilesimleri

X1 X, Y
1 4.5 0.79 67.01
2 4.5 1.5 66.32
3 4.5 2.20 67.74
4 8 2 65.50
5 -0.44 1.5 63.04
6 1 2 67.78
7 4.5 1.5 66.32
8 9.44 1.5 63.76
9 8 1 66.73
10 4.5 1.5 66.32
11 4.5 1.5 66.32
12 1 1 68.23
13 4.5 1.5 66.32

Xi:zaman, Xo:enzim Y:hidroliz derecesi

CYY ile hamsi atiklarinda flavourenzim ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda ©nerilen modeller Cizelge 4.40° da gosterilmistir. Program

tarafindan 0.0315 p (P>F) quadratik modeli 6nerilmistir.

Cizelge 4.40. CYY ile hamsi atiklarinda flavourenzim ile hidroliz parametrelerinin
optimizasyonunda énerilen modeller

Kareler  Serbestlik Ortalama P-Degeri

Kaynak Ortalamasi  Derecesi Kareler F Degeri P>F

Ortalama 57077.10 1 57077.10 Onerilen
Lineer 1.01 2 0.51 0.20 0.8228

2FI 0.15 1 0.15 0.053 0.8231

Quadratik 15.85 2 7.93 5.90 0.0315 Onerilen
Kibik 3.81 2 1.91 1.71 0.2725

Kalan 5.59 5 1.12
Toplam 57103.51 13 439258
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Cizelge 4.41. Flavourenzim kullanilarak hamsi atiklarinda yapilan optimizasyon deneyleri
sirasinda sicaklik, zaman, enzim konsantrasyonundan etkilenen HD'nin
ANOVA tablosu

Kareler Serbestlik Ortalama F P-Degeri

Kaynak Ortalamasi Derecesi Kareler  Degeri P>F
Model 17.01 5 3.40 2.53 0.1288 8.5
A- Zaman 0.96 1 0.96 0.71 0.4265
B-Enzim 0.053 1 0.053 0.039 0.8482
AB 0.15 1 0.15 0.11 0.7491
A? 7.57 1 7.57 5.63 0.0494
B2 6.22 1 6.22 4.63 0.0683
A’B 9.40 7 1.34

AB? 9.40 3 3,13

Arta kalan 0.000 4 0,000

UyumEksiklig

i (Lack of Fit) 26.41 12

R? 0.6440

R°Adj 0.3898

R’Pred -1.5314

Sinyal guraltd

orani 5.820

2.53 Model F degeri, modelin anlamli oldugunu ifade etmektedir. 5.820
sinyal/giiriiltii orani ile uygun bir sinyali gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.41).
Quadratik model terimlerinde HD(%) Uzerine A? istatistiksel olarak nemli
bulunurken (p<0.05), zaman (A) , enzim konsantrasyonu (B), B? ve A’B ve AB?
istatistiksel olarak 6nemli bir etkiye sahip olmadigi belirlenmistir (p>0.05).

1.482 saatte ve %1 enzim konsantrasyonu ile optimizasyonu saglanmis
hidrolizasyonun hidroliz derecesinin 67.39 ‘a yiikseldigi enzim ve zaman i¢in Cevap
Yizey Grafigi Sekil 4.11” de gorulmektedir.

Optimum HD (%67.39) icin istenilebilirlik profili, maksimum istenilebilirlik seviyesi
olan 1.0’e (0-1 arast Olgekte) 1.482 saat hidroliz siiresi ve %l lik enzim
konsantrasyonu ile ulasilabilecegini gostermektedir. Tahmin edilen ve yukaridaki
uyumlama denklemi ile elde edilen HD(%), deneysel HD(%)’e yakin bulunmustur
(Cizelge 4.42)
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Sekil 4.11. CYY ile hamsi atiklarinda flavourenzim ile zaman ve enzime gére HD degisimini
gosteren (a) U¢ boyutlu grafik, (b) kontur grafik

Cizelge 4.42. Hamsi atiklarinda flavourenzim ile hidolizasyonda HD igin karsilik gelen
tahmin deger ve dogrulama deneyleri sirasinda gézlemlenen HD(%)

Optimum kosullar Cevap

Xy X Y
Tahmin Edilen 1.482 1 67.39
Deney Sonucu 68.23

4.3. Optimize Edilen Hidrolizatlarin Hidroliz Derecesi (% HD)
Farkli enzimlerle CYY ine gore optimize edilerek hidrolize olan alabalik, hamsi ve
mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin Hidroliz Dereceleri (% HD)

Sekil 4.12° de verilmistir
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Sekil 4.12. Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim kullanilarak CYYY ile optimize edilmis
alabalik, mezgit ve hamsi atif1 hidrolizatlariin hidroliz dereceleri (%)
(AAHAP; Alabalik atig1 hidrolizat1 alkali proteaz enzimi, MAHAP; mezgit atig1
hidrolizat1 alkali proteaz enzimi, HAHAP ; hamsi atig1 hidrolizati alkali proteaz,
protameks enzimi, AAHPMX; Alabalik atig1 hidrolizat1 protameks enzimi,
MAHPMX; mezgit atig1 hidrolizati protameks enzimi, HAHPMX;hamsi atigi
hidrolizati  protameks enzimi, AAHFLV; Alabalik atig1 Hidrolizat
flavourenzim, MAHFLV; mezgit atig1 hidrolizat1 flavourenzim,HAHFLV ;hamsi
at1g1 hidrolizat1 flavourenzim

HD(%), peptit baglarimin proteinden ayrigtigini gosteren bir indikatdr olarak
degerlendirilir (Benjakul ve Morrissey, 1997). Yapilan istatistiksel analiz sonucuna
gore, mezgit ve hamsi atigmin protameks ile hidrolizi hari¢ (p>0.05), diger tiim
gruplarin hidroliz dereceleri (HD %) arasindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur
(p<0.05). Gruplar icinde en yuksek hidroliz derecesi (HD%) %74.30 ile alabalik
atiginin protameks ile hidrolizatindan elde edilirken (p<0.05), en diisiik hidroliz
derecesi %50.92 ile mezgit atiginin flavourenzim ile hidrolizinden elde edilmistir

(p<0.05) (Cizelge 4.43).

Cizelge 4.43. Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim kullanilarak CYY ile optimize
edilmis alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinin hidroliz dereceleri

Balik Atig1 / Enzim HD (%)*
AAHAP 64.35+0.98°
MAHAP 57.47+0.89°
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Cizelge 4.43’ in devam1

HAHAP 58.84+0.13"
AAHPMX 74.30+0.14°
MAHPMX 54.43+0.76"
HAHPMX 54.83+0.23"
AAHFLV 67.29+0.08"
MAHFLV 50.92+0.36°
HAHFLV 68.23+0.20"

* Ayni siitun igindeki farkli harfler 0.05 6nem diizeyindeki farkliliklar gostermektedir.

Balik atig: tiirleri i¢in hidroliz derecelerine (HD%) gore alkali proteaz, protameks ve

flavourenzim’ in etkisi Cizelge 4.44° de gésterilmistir.

Cizelge 4.44. Balik atig tiirleri igin hidroliz derecelerine gore alkali proteaz, protameks ve
flavourenzim’ in etkisi (%)

Enzimler Alabalik Mezgit Hamsi

Alkali proteaz 64.35+0.98° 57.47+0.89° 58.84+0.13"
Protameks 74.30+0.14° 54.43+0.76" 54.83+0.23*
Flavourenzim 67.29+0.08" 50.92+0.36* 68.23+0.20°

* Aym siitun i¢indeki farkli harfler 0.05 6nem diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucuna gore, alabalik atiginda en yiliksek hidroliz
derecesi (HD%) protameks ile tespit edilirken (p<0.05), bunu flavourenzim ve alkali
proteaz takip etmistir (p<0.05). Mezgit atifinda en yiiksek hidroliz derecesi (HD%)
alkali proteaz ile saptanirken (p<0.05), en diisiik hidroliz derecesi (HD%)
flavourenzim ile elde edilmistir (p<<0.05). Hamsi atig1 hidrolizatinda ise en yiiksek
hidroliz derecesi (HD%) %68.23 ile flavourenzim ile elde edilmistir. Benzer sonuglar
diger arastiricilar tarafindan da belirtilmektedir (Benjakul ve Morrissey, 1997,

Bhaskar ve ark., 2008).

Hinsui ve ark. (2016), Skipjack tuna icorganlarinin HD’ sini (%61.73) Yellowfin
tuna’nin i¢organlarindan elde edilen hidrolizatin HD’ sinden (%52.98) yiiksek tespit
etmislerdir. Chotikachinda ve ark. (2013), Skipjack tunanin HD’ sini %62.90 olarak
bulmuslardir. Baharuddin ve ark. (2016), alkalaz enzimi ile yapilan yilan balig1
protein hidrolizatinin hidroliz derecesi (HD%) sonuglarini hidroliz siirelerine bagl
olarak 120 dakikada %36, 180 dakikada %48, 300 dakikada %69 HD degerlerini
tespit etmislerdir. TCA yontemi kullanilarak hidroliz derecesinin(HD %) tespit
edildigi bir BPH c¢alismasinda, Amiza ve ark. (2012), Cobia (Rachycentron
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canadum) balig: fileto atiklarini alkalaz enzimi ile hidroliz etmisler ve kullanilan
enzim miktar1 (%]1,5, %2, %20, m/m) ve hidroliz siiresi (120 dk, 180 dk, 300 dk)

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

Ovissipour ve ark. (2012), (alkalaz, protameks, notraz, flavourenzim ve tripsin) 5
farkli enzim kullanarak Pers mersin baligi i¢in elde edilen sonuclar,
en yuksek HD(%) alkalaz hidrolizatlarinda ve en diisiik ise tripsin hidrolizatlarinda
tespit edilmistir. Benzer sonuclar Guerard ve ark. tarafindan da desteklenmektedir
(2002). Benzer sekilde bu c¢alismada da, balik atigi ve enzim turine gore hidroliz

derecesinin %50.92 ile % 74.30 arasinda degistigi belirlenmistir.

4.4, Optimize Edilen Hidrolizatlarin Protein Geri Kazanimlari
Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim kullanilarak CYY ile optimize edilmis
alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinin protein geri kazanimlar1 (%) Sekil

4.13’de verilmistir.

Protein Geri Kazanimi (%)
100.00 80,03 §5.32 95.76  95.73
90.00 83,43 78.51 82.89
80.00 73.54
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Sekil 4.13. Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim kullanilarak CYY ile optimize edilmis
alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarmin protein geri kazanimlari(%)
(AAHAP; Alabalik atig1 hidrolizat1 alkali proteaz enzimi, MAHAP; mezgit atig1
hidrolizat1 alkali proteaz enzimi, HAHAP; hamsi atig1 hidrolizat1 alkali proteaz,
protameks enzimi, AAHPMX; Alabalik atif1 hidrolizati protameks enzimi,
MAHPMX; mezgit atig1 hidrolizati protameks enzimi, HAHPMX, hamsi atig1
hidrolizat1 protameks enzimi, AAHFLV; Alabalik atig1 hidrolizat1 flavourenzim,
MAHFLV; mezgit atigi hidrolizat1 flavourenzim, HAHFLV; hamsi atig1
hidrolizat: flavourenzim
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Cizelge 4.45° de goriildigi tizere gruplar icinde en yiiksek protein geri kazanimi
mezgit ve hamsi atiginin protameks ile ve mezgit atigmin alkali proteaz ile
hidrolizatindan elde edilirken (p<0.05), en diisiik protein geri kazanimi %73.54 ile

mezgit atiginin flavourenzim ile hidrolizinden elde edilmistir (p<<0.05).

Cizelge 4.45. Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim kullanilarak CYY ile optimize
edilmis alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinin protein geri
kazanimlar1 (%)

Balik Atig1 / Enzim Protein Geri Kazanim (%)
AAHAP 89.03+0.00°
MAHAP 95.22+0.75°
HAHAP 88.32+0.00"
AAHPMX 83.43+0.37°
MAHPMX 95.76+0.00°
HAHPMX 95.73+0.07°
AAHFLV 78.51+0.72"
MAHFLV 73.54+0.19%
HAHFLV 82.89+0.19°

* Ayni siitun igindeki farkli harfler 0.05 6nem diizeyindeki farkliliklar1 gostermektedir.

Cizelge 4.46. Balik atig1 tiirleri i¢in protein geri kazanimina gore alkali proteaz, protameks
ve flavourenzim’ in etkisi

Enzimler Alabalik Mezgit Hamsi

Alkali proteaz 89.03+0.00° 95.22+0.75° 88.32+0.00°
Protameks 83.43+0.37° 95.76+0.00° 05.73+0.07°
Flavourenzim 78.51+0.72° 73.54+0.19° 82.89+0.19°

* Ayni siitun igindeki farkli harfler 0.05 6nem diizeyindeki farkliliklar gostermektedir.

Balik atig1 tiirleri i¢in protein geri kazanimina gore alkali proteaz, protameks ve
flavourenzim’ in etkisi Cizelge 4.46’da gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analiz
sonucuna gore, alabalik atiginda en yiiksek protein geri kazanimi %89.03 ile alkali
proteaz ile tespit edilirken (p<0.05), bunu protameks ve flavourenzim takip etmistir
(p<0.05). Mezgit atiginda en yiiksek protein geri kazanimi %95.27 alkali proteaz ve
%95.76 protameks ile saptanirken (p>0.05), en diistik protein geri kazanimi %73.54
flavourenzim ile elde edilmistir (p<0.05). Hamsi atig1 hidrolizatinda ise en yiksek

protein geri kazanimi %95.73 ile protameks ile elde edilmistir. Bu ¢alisma ile, balik
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atig1 tlirli ve enzim tiirline gore protein geri kazanimin degisebilecegi belirlenmistir.
Enzim tiirleri dikkate alindiginda en diislik protein geri kazaniminin flavourenzim ile
elde edildigi goriilmektedir. Protein geri kazanimi, hidroliz sonras1 protein fazinda
bulunan proteinler ile hammaddede ¢6zunir halde bulunan toplam proteinlerin
yuzdesini gosterir. Ovissipour ve ark. (2009) tarafindan, Pers mersin baligi i¢in 5
farkli enzim (alkalaz, protameks, nétraz, flavourenzim ve tripsin) kullanilarak
yapilan hidroliz ¢alismasinda, alkalaz ile hidroliz edilen balik proteininin 18 saat
sonra en yuksek protein geri kazanimina (%83.64) sahip oldugunu gdstermistir.
Arastiricilar, Pers mersin baligi i¢in alkalaz enzimini kullanarak protein verimini
belirlemede zaman ve sicaklifin 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir. Liaset ve
ark. (2000), dort farkli enzim (No6traz, Alkalaz, pepsin ve kojizyme) kullanarak
Atlantik morina ve Atlantik somon balik godvdelerinden protein hidrolizati
ekstraksiyonu iizerine bir ¢alisma yapmislardir. Calismada, 120 dakika hidroliz
sonrasinda, Alkalaz ile isleme tabi tutulan somon ve pepsin ile isleme tabi tutulan
morinalarin, sirasiyla, %67.6 ve %64 oraninda daha yiiksek protein geri kazanimlari

sagladigini ortaya koymustur.

Shahidi (1994), ticari enzimler icin protein geri kazanimmi %51.6 ile %70.6
araliginda tespit etmislerdir. Alkalaz enzimi i¢in inkiibasyon siirecine bagli olarak
optimum 60 °C de 60 dakika ve 55 'C 120 dakikada %70.6 proten geri kazanim elde
etmislerdir. Meldstad (2015), Atlantik morina (Gadus morhua) kafasindan elde
edilen protein hidrolizati ile ilgili ¢alismasinda, en yuksek protein iceriginin %88.4
ile taze morinadan {iretilen hidrolizatlatlarda (FPH) elde edildigi, en diisiik protein
kazamimin ise %67.7 ile disarida ¢Ozdiiriilmiis orneklerde oldugu goriilmistiir.
Nemati ve ark. (2012), Alosa caspia atiklarindan ticari enzimler kullanilarak elde
edilen protein hidrolizatlarin1 incelendiginde, 60 dakika sire ile alkalaz enzimi ile
yapilan protein hidrolizatinda protein geri kazanimmin %80.42 oldugunu
gostermiglerdir. Theodore (2005), kedi baligi atiklarindan elde edilen protein
hidrolizatlarinda asit ile %71.5 ve alkali ile %70.3 olarak protein geri kazanimi elde
etmislerdir. Hultin ve Kelleher (2000), istavrit beyaz kaslar1 ile asidik ortamda elde
edilen hidrolizatlarda % 94 protein geri kazanimi tespit etmislerdir. Arastirmalarda
elde edilen farkli degerlerin balik tiirlerine, atik kompozisyonuna, enzim tiiriine,

hidroliz yontemine (sicaklik, siire ve enzim orani) gore degisebilecegi goriilmektedir.
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4.5. Hidrolizatlarin Sodyum Dodesilsulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) Profilleri

Farkli siire, sicaklik, enzim tiirii ve orani ile hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit

atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin molekiil agirliklarina gore dagilimi

incelenmistir.

4.5.1. Alkali Proteaz Enziminin Alabalik, Hamsi ve Mezgit Atig1

Hidrolizatlarina Etkisi

Farkl siire, sicaklik, enzim orani ile hidrolize olan alabalik atiklarindan elde edilen

protein hidrolizatlarinin molekiil agirliklarina gore dagilimi sekil 4.14'de verilmistir.

5 55 55

21,50 kDa

14,40 kDa

1 2 34 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.14. Farkli siirelerde hidrolize edilen alabalik atig1 protein hidrolizatlarina molekiiler
agirligina Alkali proteaz enziminin etkisi((1) 40°C %1 enzim orani (EO), (2) 40°C
%1.5 EO, (3) 40°C %2 EO, (4) 50'C %1 EO, (%) 50°C %1.5 EO, (6) 50°C %2
EO, (7) 60°C %1 EO, (8) 60°C %1.5 EO, (9) 60°C %2 EO, (10) 1 ve 4,5 saat igin
alabalik atig1 tiim viicut proteinleri,8 saat icin standart
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Alabalik atiklarinin 1 saatlik hidrolizasyon siiresinde sicaklik ve enzim oraninin
hirolizatlarin molekiil agirliklarina olan etkisi incelendiginde, 40°C sicaklikta tespit
edilen 66.20 kDa ile 200 kDa arasinda bulunan protein bantlarini 50 ve 60°C lik
hidrolizasyonda yok oldugu ve/veya iz halinde oldugu saptanmistir (Sekil 4.14).
Ayrica, 200 kDa’ nin iizerindeki molekiil biiyiikliigiine sahip proteinlerin, jellerin
yilkleme kuyucuklarinda kalarak kalin ve koyu protein bantlar1 olusturdugu
goriilmiistiir. 4.5 saatlik hidrolizasyon siresinde ise bu kuyucuklardaki protein
bantlarinin hidrolize oldugu ve daha kii¢iik molekiiler agirlikli protein bantlarina
indirgendigi ve 6.5 kDa’dan daha kiiciik molekiil agirligina sahip proteinlerin
miktarnin ise arttigi goriilmektedir. 8 saatlik hidrolizasyonda ise 45 kDa’dan daha
biiyilk molekiil agirhigina sahip protein bantlarmin kayboldugu goriilmektedir.
Alabalik atiklarindan elde edilen hidrolizatlarda protein molekillerinin enzim
miktarindan daha ziyade sicaklik ve siirenin hidrolizasyon islemine etki ettigi
bulunmustur. Bunun nedeninin, hidrolizin zamanla artan hidroliz derecesinden

kaynaklandigi diisiniilmektedir (Bakar ve ark., 2012).
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Sekil 4.15. Farkl stirelerde hidrolize edilen mezgit atig1 protein hidrolizatlarinin molekiiler
agirhigina Alkali proteaz enziminin etkisi ((1) 40°C %]1 enzim orami (EO), (2)
40°C %1.5 EO, (3) 40C %2 EO, (4) 50'C %1 EO, (%) 50°C %1.5 EO, (6) 50°C
%2 EO, (7) 60°C %1 EO, (8) 60°C %1.5 EO, (9) 60°C %2 EO, (10) 8 saat i¢in
hamsi atig1 tiim viicut proteinleri )
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Sekil 4.15'de farkli siire, sicaklik, enzim orani ile hidrolize olan mezgit atiklarindan
elde edilen protein hidrolizatlarinin molekiil agirliklarina gore dagilimi
gortlmektedir. Tim viicut proteinleri (8 saat 10.band) dikkate alindiginda, 1 saatlik
hidroliz islemi sonucunda, protein bantlarinin biiyiik ¢ogunlugunun hidroliz oldugu
gorilmektedir. Ozellikle 66.20 kDa ‘nin {izerinde bariz iki protein bandinin varligi ve
6.5 kDa’ nin altindaki proteinlerin bant yogunluklarinda da bir artisin oldugu (jelin
alt tabaninda olusan koyu bant yogunlugu) dikkati g¢ekmektedir. 1 saatlik
hidrolizasyon islemi esnasinda sicaklik ve enzim miktarinin mezgit ati1 protein
hidrolizatindaki protein bantlarinin sayisi ve miktari iizerine 6nemli bir etkisinin
olmadig1 goriilmektedir. Mezgit atiklarinin 4.5 saatlik hidroliz isleminde,l saatlik
hidrolizasyon islemine gore bant yogunluklarmnin azaldigi, 40 °C ‘lik hidrolizasyonda
%2 lik enzim konsantrasyonunun ve 50 ile 60 °C’ lik hidrolizasyon isleminin 66.20
kDa’ nin iizerindeki 2 protein bandindan ilkinin indirgenmesinde etkili oldugu
anlasilmaktadir. Mezgit atiklarinin 8 saatlik hidrolizasyonlar1 sonucunda, tiim
bantlarin bant yogunluklarinin azaldigi ve 6zellikle jelin tabaninda dikkate ¢eken
bant yogunluklariin énemli 6l¢ude azaldig tespit edilmistir. Bu da, mezgit baliginin
ozellikle hidrolizasyon siiresi arttikca hidroliz derecesinin arttiginin bir gostergesi
oldugu diisiiniilmektedir (Benjakul ve Morrissey,1997). Daha diisiikk molekiiler
agirhikli (10 kDa) benzer bir SDS PAGE profili Meriga protein hidrolizatinda da
gorilmistiir (Chalamaiahve ark., 2010).
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Sekil 4.16. Farkli siirelerde hidrolize edilen hamsi atigi protein hidrolizatlarina
molekiiler agirhgna Alkali proteaz enziminin etkisi ((1) 40°C %1 enzim
orani (EO), (2) 40°C %1.5 EO, (3) 40°C %2 EO, (4) 50'C %1 EO, (%)
50'C %1.5 EO, (6) 50°C %2 EO, (7) 60°C %1 EO, (8) 60°C %1.5 EO, (9)
60°C %2 EO, (10) 1 i¢in hamsi atig1 tiim viicut proteinleri )

Sekil 4.16'da goriilen en biiyiik egilim hidroliz siiresi arttikga, > 6,5 kDa molekiler
agirhga sahip protein bantlarinin yogunlugunda bir azalma gorilmiistiir. Bununla
birlikte 6.5 kDa> molekiiler agirliga sahip protein bantlarinin yogunlugunda ise 4.5
saatlik hidrolizasyon isleminde arttig1 8 saatlik hidrolizasyonda ise tekrar azaldigi
tespit edilmistir. Hamsi atiklarmin 1 saatlik hidrolizasyon siiresinde sicaklik ve
enzim oranmin hidrolizatlarin molekiil agirliklarina olan etkisi incelendiginde, en
biiyiik farkliligin 50 °C de yapilan hidrolizasyon asamasinda oldugu goriilmektedir.
Benzer etkinin hidrolizasyon isleminin 4.5 ve 8 saatlik siiresinde de oldugu
belirlenmistir. Bu egilim ayn1 zamanda somon (Kristinsson ve Rasco, 2000), sardalya

(Quaglia ve Orban, 1990) ve Atlantik morina i¢ organlarindan (Aspmo ve ark., 2005)
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yapilan protein hidrolizatlarinda da gozlenmistir. Bhaskar ve ark. (2008), benzer
Sekilde Hindistan Tatlisu baligi sazanin (Catla catla), i¢ organlarindan elde edilen
protein hidrolizatlarinda hidrolizden dolayr 8 kDa’ dan daha kii¢iik molekiiler
agirhiga sahip peptitlerin olustugunu belirtmistir.

4.5.2. Protameks Enziminin Alabahk, Hamsi ve Mezgit Atig1 Hidrolizatlarina
Etkisi

Farkl: siire ve enzim orani ile hidrolize olan alabalik, mezgit ve hamsi atiklarindan
elde edilen protein hidrolizatlarinin molekiil agirliklarina protameks enziminin etkisi
Sodyum dodesilsulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) profilleri ile Sekil
4.17’ de verilmistir.

Sekil 4.17. Farkl: siire, sicaklik ve enzim orani ile hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit
atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin molekiil agirliklarina protameks
enziminin etkisi ( (1) %1 alabalik (2) alabalik %1.5 EO, (3) alabalik %2 EO, (4)
mezgit%l EO, (5) mezgit%1.5EO, (6) mezgit%2EO, (7) hamsi%l EO,
(8)hamsi%1.5 EO, (9) hamsi%2EO)
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Alabalik, mezgit ve hamsi atiklarinin protameks enzimi ile farkli sicaklik ve enzim
oranlarinda 1 saatlik hidrolizinde, balik tiirlerinin  protein  bantlarinin
indirgenmesinde o6nemli bir etkisi oldugu goriilmektedir. Alabalik atiklarinin
hidrolizasyon isleminde 66.20 kDanin {izerindeki protein bantlarinin mezgit
atiklarinin hidrolizasyon isleminde azaldigi ve hamsi atiklarinin hidrolizasyonunda
tamamen yok oldugu goriilmektedir. Benzer etkinin 6.5 kDadan daha disiik
molekiiler agirliga sahip protein bantlarinda da goriildiigii jelin taban boliimiinde
yogunlasan protein bantlarindan anlagilmaktadir. 1 saatlik hidrolizasyon siiresi ile
karsilastirildiginda, 4.5 saatlik hidrolizasyon iglemi sonucunda da balik tiirlerine gore
tiim protein bantlarinin yogunlugunun azaldigi goriilmektedir. Digerlerinden farkl
olarak protameks enzim oraninin 6zellikle 4.5 saat atig1 hidrolizasyonunda 6.5
kDadan daha kiiciik molekiiler agirliga sahip bant sayisinin daha fazla oldugu (jelin
tabaninda 3 bant) gorllmektedir. Sekil 4.17°de gorildigi tizere, protameks
enziminin hidrolizasyona etkisi balik tiirlerine ve hidrolizasyon siiresine bagli olarak

o

degistigi goriilmektedir.

4.5.3. Flavourenzimin Alabahk, Hamsi Ve Mezgit Atig1 Hidrolizatlarina EtKisi

Farkl1 siire ve enzim orant ile hidrolize olan alabalik, mezgit ve hamsi atiklarindan
elde edilen protein hidrolizatlarinin molekil agirliklarmaflavourenzim enziminin
etkisi Sekil 4.18’ de verilmistir.
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Sekil 4.18. Farkl siire, sicaklik ve enzim orani ile hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit
atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin  molekiil agirliklarina
flavourenzim enziminin etkisi( (1) %1 alabalik (2) alabalik %1.5 EO, (3)
alabalik %2 EO, (4) mezgit %1 EO, (5) mezgit %1.5 EO, (6) mezgit %2 EO, (7)
hamsi %1 EO, (8) hamsi%1.5 EO, (9) hamsi %2 EO)

Farkl: siire ve enzim orani ile hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit atiklarindan
elde edilen protein hidrolizatlarimin molekiler agirliklarinin  SDS-PAGE ile
karakterizasyonunda, 1 saatlik hidrolizin balik tiirlerine gore degisiklik gosterdigi ve
%2 enzim konsantrasyonunun hamsi ve mezgit atiklarinin hidrolizasyonunda etkili
oldugu goriilmiistir. Mezgit atiklariin hidrolizasyonunda &zellikle 6.5 kDa’dan
daha kii¢iik molekiiler agirliga sahip protein bantlarin varligi ve yogunlugunun diger
balik tiirlerine gore farklilik gosterdigi ve hidroliz siiresi arttikca bu bantlarin

yogunlugunun giderek azaldigi dikkati ¢ekmektedir. Alabalik atiklarinda 1 saatlik
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hidrolizasyon suresinde var olan 6.5 kDadan daha kiiciik molekiiler agirliga sahip
protein bantlarinin 4.5 saatlik hidrolizasyonda yok oldugu fakat 8 saatlik
hidrolizasyon islemi ile yeniden ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Diger protein bantlari
icin flavourenzim 4.5 ile 8 saat arasindaki hidrolizasyon isleminde ¢ok biiyiik
farklilik gostermedigi goriilmiistiir. Birgok calisma, proteazlarin yiiksek oranda
hidroliz ile diisiik molekiil agirlikli peptit tiretme kabiliyetini gostermistir (Benjakul
ve Morrissey, 1997; Liaset ve ark., 2000; Lalasidis ve ark., 1978).

4.5.4. Optimizasyon Sonucu Uretilen Protein Hidrolizatlarinin SDS-PAGE

Profilleri

Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim enzimi ile Cevap Yuzey Ydéntemi (CYY)
kullanilarak optimize edilen alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinin SDS-

PAGE profilleri Sekil 4.19” da gésterilmistir.
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Sekil 4.19. Cevap Yiizey Yontemi (CYY) kullanilarak optimize edilen alabalik, mezgit ve
hamsi atig1 hidrolizatlarinin SDS-PAGE profilleri((1) alkali proteaz alabalik, (2)
alkali proteaz mezgit, (3) alkali proteaz hamsi, (4) protameks alabalik, (5)
protameks mezgit, (6) protameks hamsi, (7) flavourenzim alabalik,
(8)flavourenzim mezgit, (9) flavourenzim hamsi, (10) standart

Sekil 4.19° da goriildiigii tizere, CYY’ e ile 3 farkli enzim kullanilarak tiretilen
hidrolizatlarin SDS-PAGE profillerinin enzim tiirii ve balik atigina gore farklilik
gosterdigi  bulunmustur. Alkali proteaz kullanilarak iretilen alabalik atig1
hidrolizatlarinda (1 nolu siitun) 6.5 kDa’ dan daha kiiciik molekiiler agirliga sahip
protein bantlari tespit edilirken protameksle iiretilen alabalik atig1 hidrolizatinda (4

nolu sltun) 6.5 kDa ile 21.50 kDa arasinda kii¢iik molekiiler agirlikli proteinler ile
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66.20 kDa molekiil agirligina yakin bir bant olusturdugu bulunmustur. Flavourenzim
ile Gretilen hidrolizatlarda ise (7nolu sutun) 14.40 kDa ve 6.5 kDa molekiiler agirliga
yakin iki adet protein bandi ile 66.20 kDa ve 97.40kDa molekiil agirligina yakin birer

adet bant oldugu gorilmiistiir.

Alkali proteaz kullanilarak iiretilen mezgit hidrolizatlarinda (2 nolu siitun) 6.5 kDa’
dan daha kiigiik ve jelin tabanina daha yakin bir protein banti, 45 kDa ‘a yakin kalin
bir protein bandi ile 66.20 kDa ‘a yakin iz halinde bir protein bandi gbzlenirken,
protameksle Uretilen mezgit hidrolizatinda (5 nolu siitun) 6.5 kDa ‘a yakin bir bant,
45.00 kDa ve 66.20 kDa ‘a yakin kalin bir bant olusturdugu bulunmustur.
Flavourenzim ile Uretilen hidrolizatlarda ise (8 nolu sltun) protameksle Uretilen
hidrolizatin sahip oldugu protein bantlarina yakin bir bant olusumu meydana geldigi
goralmektedir. Alkali proteaz kullanilarak {iiretilen hamsi hidrolizatlarinda (3 nolu
stitun) 6.5 kDa’ dan daha kigUk ve jelin tabanina daha yakin bir protein banti, 45
kDa ‘nin hemen altinda ve istliinde belirgin iki adet protein banti gdzlenirken,
protameksle iiretilen hamsi hidrolizatinda (6 nolu siitun) 6.5 kDa, 14.40 kDa, 21.50
kDa ve 31.00 kDa ‘a yakin birer bant, 45.00 kDa ‘nin hemen altinda ince ve 45.00
kDa ‘nin hemen iistiinde kalin bir bant olusturdugu bulunmustur. Flavourenzim ile
uretilen hidrolizatlarda ise (9 nolu sutun) protameksle iiretilen hidrolizatin sahip
oldugu protein bantlarina yakin ve daha kalin bir bant olusumu meydana geldigi

gorulmektedir.

Benjakul ve Morrissey (1997), alkalaz ve nétraz enzimlerinin pasifik mezgiti atig
hidrolizatlarinin protein profillerine olan etksini incelemis ve sonucta alkalaz
enziminin notraz enzimine gore daha yuksek hidrolitik aktiviteye sahip oldugunu
bulmustur. Bunun sebebinin ise pasifik mezgiti atiginin alkalazla hidrolizinden sonra
saglanan hidrolizattaki R-amino asitlerin fazla olmasindan kaynaklanabilecegini 6ne
sirmistiir. Bu calismada, balik tiirlerine gore elde edilen farkliliklarin her bir
enzimin hidroliz aktivitesinin proteinlerin sahip oldugu peptit ve amino asit
komposizyonuna bagli olarak degisebileceginden dolayr oldugu diisiiniilmektedir.
Bakar ve ark. (2012) tarafindan tilapialarda Alkalaz, Flavourenzim ve Protameks
enzimi ile 5 saatlik hidrolizasyon isleminde tiim hidrolizatlarin SDS-PAGE
profillerinde zamana bagl olarak bant sayisinda ve yogunlugunda bir azalma tespit

edilmistir. Flavourenzimin ise diger enzimlere gore daha diisiik hidrolitik aktivite
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gosterdigini bulmuslardir. Bu g¢alismada da SDS profiline gore en iyi hidrolitik
aktivitenin alkali proteaz enzimi ile saglandigi bulunurken protameks ve

flavourenzim in benzer hidrolitik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

4.6. Protein Hidrolizatlarinin Besinsel Kalitesi

4.6.1. Protein Hidrolizatlarinin Kimyasal Komposizyonu
Ug farkli enzimle CYY sonuglarma gore iiretilen alabalik, mezgit ve hamsi atig

hidrolizatlarinin kimyasal komposizyonu Cizelge 4.47° de verilmistir.

Alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinda ham protein igerigi kuru madde
bazinda %77.03 ile %88.54 olarak bulunmustur. Bu degerler, Sathivel ve ark (2003)
tarafindan bulunan ringa hidrolizatlar1 (%77 ile %87.9) ile Kristinsson ve Rasco
(2000) tarafindan bulunan Atlantik somonu protein hidrolizatlarinin (72%-88%)
protein degerlerine hemen hemen benzerdir. En yuksek protein igerigi, %88.54 ile
flavourenzim kullanilarak hidrolize olan alabalik atig1 hidrolizatlarinda bulunmustur
(p<0.05). Bunu sirasiyla %86.78 ile alkali proteaz ve %86.36 ile protemeks ile
hidrolize olan alabalik atig1 hidrolizatlar1 izlemistir. Bu iki grup disinda kalan tim
gruplarin kuru madde bazinda ham protein degerleri istatistiksel olarak 0.05 6dnem

diizeyinde farkli bulunmustur.

Alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinda lipit igerigi kuru madde bazinda
%3.28 ile %6.12 arasinda bulunmustur. Hidrolizatlar iginde en yiiksek lipit icerigi
%6.12 ile flavourenzim ile elde edilen hamsi atig1 hidrolizatlarinda (p<0.05), en
diisiik lipit icerigi %3.28 ile flavourenzim ile elde edilen alabalik atig1
hidrolizatlarinda bulunmustur (p<0.05). Kuru agirliga gore hesaplanan hidrolizat
igeriklerindeki lipit miktarlar1 islem gormemis atiklarin lipit ig¢eriklerinden oldukca
diisilk bulunmugtur. Bunun nedeninin hidroliz islemi esnasinda, atiklarin ii¢ kez 1s1l
islemden ge¢mesi (endojen enzimlerin inaktivasyonunu, hidroliz asamasi, santrifiijle
lipit fazinin ayrilmasi ve eksojen enzim inaktivasyonu) sonucu yag fazinin proteinli
hidrolizat sivisindan ayrilmasindan kaynakladigi diisiiniilmektedir (Ovissipour ve
ark.,2012). Benzer sonuglar, farkli balik atiklarindan elde edilen hidrolizatlarda da
elde edilmistir (Benjakul ve Morrissey, 1997; Bhaskar ve ark., 2008; Gbogourive
ark.., 2004; Hoyle ve Merritt, 1994; Kristinsson ve Rasco, 2000).Chalamaiah ve ark.
(2012) birgok c¢aligmada lipit igeriginin %5’ in altinda elde edildigini buna karsin
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%35’ in tlizerinde yag igerigi olan calismalarinda oldugunu belirtmektedir. Bu
calismada da elde edilen lipit igerigi flavourenzyme ve protameks ile elde edilen
hamsi atig1 hidrolizatlar1 hari¢ digerlerinin %5’ in altinda lipit igerdigi bulunmustur.

Hidrolizatlar iginde en diisiik kiil igerigi %8.18 ile flavourenzim ile elde edilen
alabalik atig1 hidrolizatlarinda (p<0.05), en yiiksek ham kiil igeriginin %17.6 ile
protameks ile elde edilen hamsi atigi hidrolizatlarinda bulunmustur (p<0.05).
Chalamaiah ve ark. (2012), bir ¢ok arastiricinin arastirma sonucuna gore balik
hidrolizatlarindaki kiil miktarinin %0.45 ile 27 arasinda degistigini belirtmektedir.
Balik protein hidrolizatlarin bu degisiminin, atik profiline, balik tiiriine ve yontemde

pH diizenlenmesi i¢in kullanilan kimyasallardan kaynaklandig: diisiiniillmektedir.
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Cizelge 4.47. Ug farkli enzimle CYY sonuglarina gore iiretilen alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarmin kimyasal kompozisyonu*

Nem Ham Protein Lipit Ham Kl
Hidrolizatlar* g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g /100 g
hidrolizat kuru agirhk hidrolizat kuru agirhk hidrolizat kuru agirhk

Alkali proteaz

AAH 95.51+0.88" 82.13+1.07° 86.78+0.38° 3.82+0.02° 4.02+0.08% 8.93+0.60% 9.20+0.46"

MAH 95.63+1.09" 76.83+0.61° 82.23+0.20° 3.85+0.10°  4.12+0.07* 12.91+0.31% 13.65+0.13"

HAH 94.04+1.22°  74.93+0.08" 80.47+0.30" 4.46+0.33"  4.79+0.37" 13.71+0.49° 14.74+0.67"

Protameks

AAH 99.1+0.86'  84.858+0.09° 86.3620.01° 3.31+0.07®  3.37+0.07° 10.22+0.23° 10.27+0.08°

MAH 91.81+1.09° 72.505+0.13° 79.79+0.97° 3.09+1.27° 3.39+1.36° 15.38+0.22f 16.82+0.39°

HAH 96.27+0.52°  73.40620.56™ 77.03+0.33 5.10+0.36° 5.35+0.31 16.8+0.15" 17.62+0.01"
Flavourenzim

AAH 92.79+0.26™ 81.954+0.65" 88.54+0.26° 3.02+0.09° 3.28+0.03° 7.39+0.35° 8.18+0.22°

MAH 89.5£0.68"  72.14+1.62° 81.65+0.04° 3.74+0.13"  4.23+0.04™ 12.59+0.28" 14.13+0.00%

HAH 94.69+1.14° 72.73+1.31° 80.59+0.74" 5.52+0.56° 6.12+0.67° 12.01+0.04° 13.29+0.07°

*AAH (Alabalik Atig1 Hidrolizat1), MAH (Mezgit Atig1 Hidrolizat1), HAH (Hamsi Atig1 Hidrolizat1)

1Aym stitunda farkl harfler ile gésterilen ortalamalar arasindaki farklilikiar istatistiki agidan 6nemlidir (p<0.05)
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4.6.2. Optimizasyon Sonucu Uretilen Protein Hidrolizatlarmm Aminoasit

Komposizyonu

Farkli enzimlerle CYY ine gore optimize edilerek hidrolize olan alabalik, hamsi ve
mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin toplam amino asit igerikleri

(9/100 g) Cizelge 4.48’ de verilmistir.

Alabalik, hamsi ve mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin toplam
amino asit igerikleri incelendiginde (g/100 g), en yiiksek miktarda bulunan amino
asitin tiim balik ve enzim gruplarinda aspartik asit ve glutamik asit oldugu
gorilmektedir. Benzer sonuglar diger balik atiklarindan elde edilen hidrolizatlarda
da saptanmistir (Benjakul ve Morissey, 1997; Bhaskar ve ark., 2008; Wisuthiphaet
ve ark. 2016). Esansiyel amino asitler bakimindan alabalik atigi hidrolizatlarinda
sistin ve histidin en yiksek alkali proteazda bulunurken, isolosin ve l6sin,
fenilalanin ve valin flavourenzim enzimi ile Uretilen hidrolizatlarda saptanmis ve
diger esansiyel aminoasitler olan lizin, methionin ve treoninin ise protameks enzimi
ile Uretilen amino asitlerde 6nemli oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Esansiyel amino asitler bakimindan mezgit atigi hidrolizatlarinda sistin, lizin,
treonin ve histidin en yiksek alkali proteazda bulunurken isolosin + 16sin ve valin
flavourenzim ile dretilen hidrolizatlarda 6nemli oranda yiiksek tespit edilmistir
(p<0.05). Esansiyel amino asitler bakimimdan hamsi atig1 hidrolizatlarinda sistin,

histidin, lizin ve metiyonin en yiiksek flavourenzim de bulunmustur (p<0.05).
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Cizelge 4.48. Farkli enzimlerle CY'Y ine gore optimize edilerek hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit atiklarindan elde edilen protein

hidrolizatlarinin toplam amino asit igerikleri (g/100 g

AP.A. PMXA  FLV.A. AP.M PMX.M  FLV.M. AP.H. PMXH  FLV.H
EAA*

*Histidin 0.66+0.01° 0.62+0.01° 0.45+0.00° 0.69+0.00° 0.29+0.00° 0.34+0.00° 0.55+0.00° 0.55+0.00° 0.61+0.00"
*zolésin+lésin 1.03+0.00* 1.04+0.01* 1.2+#0.02° 0.99+0.00° 1.08+0.02° 1.31+0.01° 1.1+0.02° 1.27+0.02° 1.26+0.01"
*Lizin 1.29+0.00° 1.35+0.00° 1.16+0.01° 1.28+0.00° 1.08+0.01* 1.17+0.00° 1.1+0.00° 1.21+0.01° 1.34+0.01°
*Metiyonin 0.7620.03* 0.8+0.01° 0.76+0.03° 0.75+0.00° 0.71+0.00° 0.74+0.05 0.68+0.01* 0.83+0.03" 0.9+0.00°
*Fenilalalin 0.64+0.04% 0.62+0.01° 0.72+0.00° 0.62+0.00° 0.69+0.02° 0.7+0.02°  0.67+0.01* 0.82+0.01° 0.83+0.02"
*Valin 0.84+0.00° 0.63+0.00° 1.06+0.01° 0.87#0.01% 1.05+0.05" 1.12+0.02° 1.19+0.00° 1.29+0.01° 1.23+0.01°
*Sistin 0.27+0.00° 0.2+0.00°  0.21+0.01° 0.42+0.00° 0.23+0.01° 0.3+0.00°  0.34+0.00° 0.38+0.01° 0.49+0.01°
EOAA*

arginin 1.25+0.01° 1.3+0.00° 1.19+0.00° 0.77+0.00° 0.63+0.00° 0.67+0.00° 0.62+0.00° 0.57+0.00° 0.63+0.00"
aspartik_asit 6.33+0.02° 5.91+0.12° 6.04+0.06° 7.58+0.02° 4.83+0.16° 55+0.10° 5.44+0.45* 6.42+0.11° 6.91+0.19°
glutamik_asit 8.07+0.16° 7.39+0.27° 6.9+0.27*° 7.8+0.00° 6.93+0.13° 8.44+0.21° 6.14+0.09° 8.37+0.04" 8.63+0.02°
Prolin 1.63+0.08° 1.93+0.04" 1.89+0.02° 0.93+0.00° 1.15+0.01° 1.42+0.02° 0.88+0.01* 1.35+0.01° 1.37+0.00°
Serin 4.19+0.01° 4.46+0.06° 3.63+0.03* 4.57+0.00° 3.49+0.01° 3.85+0.06° 3.26+0.01° 4.27+0.00° 3.97+0.02"
Tirozin 0.45+0.00 0.31+0.00 0.34+0.00 0.35+0.00° 0.41+0.01° 0.37+0.02° 0.51+0.01° 0.47+0.01° 0.55+0.01°

*EAA, esanasiyelamino asitler, EOAA: Esansiyel olmayan amino asitler.
* Aym siitun i¢indeki farkli harfler 0.05 6nem diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.
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Bir gidanin protein kalitesini ve organizmalarin ihtiyaglarini karsilama kapasitesini o
gidanin sahip oldugu esansiyel amino asitler belirler. Bir maddenin besleyici degerini
belirlemek icin test ve standart protein kaynaklar1 arasindaki amino asit seviyeleri
karsilagtirarak degerlendirilen kimyasal skor, bir ¢ok arastirici tarafindan kabul
edilen bir yontemdir (Sgarbieri, 1987; Bhaskar, ve Mahendrakar, 2008; Seligson ve
Mackey, 1984; Ovissipour ve ark., 2009). Bu ¢alismada, hesaplanan kimyasal skorlar
FAO / WHO'nun (1990) eriskinler igin referans protein degerlerine gore
belirlenmistir. Referans protein miktarlarma gére (FAO/WHO, 1990) elde edilen
kimyasal skorlarda balik tiirlerine ve kullanilan enzime gore esansiyel aminoasitlerin
kimyasal skorlarmin degistigi goriilmektedir (Cizelge 4.49). Tim esansiyel amino
asitler degerlendirildiginde, lizin i¢in en yiksek kimyasal skor alabaliklarda
(%85.14) protameks, mezgitlerde (%83.66) alkali protez ile elde edilirken hamsilerde
(%88.45) lizin icin flavourenzim en yiiksek kimyasal skor degerini vermistir
(Cizelge 4.49).

Bu calismada, protein hidrolizatlarinin baliklarin tiirline ve enzim ¢esidine gore
degisiklik gosterdigi bulunmustur. Benzer sekilde, bir¢ok arastirici balik protein
hidrolizatlarinin ~ amino asit kompozisyonlarinda  degisiklik  sergiledigini
bildirmislerdir (Bhaskar ve ark., 2008; Ovissipour ve ark., 2009; Wasswa ve ark.,
2007). Shahidi ve ark. (1995), protein hidrolizatlarinin bilesiminin, kullanilan enzim
turline gore degistigini belirtmislerdir. Bunun yaninda, balik protein hidrolizatlarinin
amino asit kompozisyonundaki varyasyonun esas olarak hammadde, enzim kaynagi
ve hidroliz gibi ¢esitli faktorlere bagl olarak farklilik gosterdigi belirtilmektedir
(Benjakul ve Morissey, 1997; Klompongve ark., 2009b; Klompong ve ark., 2009a).

Amino asitlerin ve kuglk peptitlerin kompozisyon, bulyUklik ve seviyelerinin
hidrolizatin fonksiyonel 6zelliklerini etkiledigi belirtilmektedir (Wu ve ark., 2003).
Aromatik amino asitler (tirozin, histidin, triptofan, ve fenilalanin) (Rajapakse ve ark.,
2005), hidrofobik amino asitler (valin, 16sin ve alanin) (Rajapakse ve ark., 2005) ve
ayrica metiyonini (Mendis ve ark., 2005) antioksidatif faaliyetlerde hayati rol
oynadigi bildirilmistir. Balik protein hidrolizatlarindan 6rnegin hoki (Mendis ve ark.,
2004), morina (Guerard ve Sumaya-Martinez, 2003)ve uskumru (Wu ve ark., 2003)’
nun, yaygin olarak kullanilan sentetik anti-oksidanlar olan a-tokoferol ve biitillenmis

hidroksi anisol’ den daha yuksek anti-oksidatif aktivite sergiledigi bulunmustur.
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Bunun hidrolizatlarin serbest radikallerin eslenmemis elektronlar1 ile pozitif yiiklii
proton veya hidrojenin vericileri olan Tirosin, Triptofan, Metiyonin, Lizin, Sistin’i
yiiksek igeriginden kaynaklandig 6ne striilmektedir. (Sarmadi ve ismail, 2010). Bu
calismada her ne kadar hidrolizatlarin aminoasit miktarlar1 referans protein
kaynagmin iceridiginden daha diisiikte olsa tamamlayicit veya fonksiyonel olarak

degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.49. Farkli enzimlerle CYY ine gdre optimize edilerek hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin
referans protein degerlerine gore kimyasal skorlar1

Aminositler(g/100 g kuru madde) AP.A. PMXA FLV.A APM PMXM FLV.M. APH. PMXH FLV.H Referans

protein®
Esansiyel Aminoasitler
*Histidin 0.69 0.63 0.48 0.72 0.32 0.38 0.58 0.57 0.64 1.60
*1z0l6sin+16sin 1.08 1.05 1.29 1.04 1.18 1.46 1.17 1.32 1.33 3.20
*Lizin 135 1.36 1.25 1.34 1.18 1.31 1.17 1.26 1.42 1.60
*Metiyonin 0.80 0.81 0.82 0.78 0.77 0.83 0.72 0.86 0.95 1.70
*Fenilalalin 0.67 0.63 0.78 0.65 0.75 0.78 0.71 0.85 0.88
*Valin 0.88 0.64 1.14 0.91 1.14 1.25 1.27 1.34 1.30 1.30
*Sistin 0.28 0.20 0.23 0.44 0.25 0.34 0.36 0.39 0.52
Kimyasal skorlar
*Histidin 4319 39.10 30.31 45.10 19.74 23.74 36.55 35.71 40.26
*{zolosin+16sin 33.70 32.80 40.41 32.35 36.76 45.74 36.55 41.23 41.58
*Lizin 84.42 85.14 78.13 83.66 73.52 81.70 73.11 78.56 88.45
*Metiyonin 46.81 47.49 48.18 46.13 45.49 48.64 42.54 50.72 55.91
*Fenilalalin
*Valin 67.65 48.90 87.87 69.98 87.97 96.26 97.34 103.08  99.92
*Sistin

*Yetiskinlerin ihtiya¢c duydugu esansiyelamino asit miktarlar1 (FAO/WHO, 1990)
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4.6.3. Optimizasyon Sonucu Uretilen Protein Hidrolizatlarimin iz Element
Icerikleri

Farkli enzimlerle CYY ine gore optimize edilerek hidrolize olan alabalik, mezgit ve
hamsi atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin iz element igerikleri (%)

Cizelge 4.50° de gosterilmistir.

CYY ine gore optimize edilerek hidrolize olan alabalik, mezgit ve hamsi atiklar
hidrolizatlarinin iz element igerikleri degerlendirildiginde; ayn1 enzim grubu igindeki
farkli balik atiklarindan elde edilen hidrolizatlar arasinda énemli farkliklarin oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.50). Ozellikle alabalik atiklarindan elde edilen
hidrolizatlarin iz element igeriklerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu
farkliliklarin nedeninin balikk atig1 gruplart arasindaki viicut pargalarinin,
beslenmelerinin  ve ¢evre kosullarinin etkisiyle olustugu diistiniilmektedir.
Calismada, flavourenzim ile hidrolize olan alabalik hidrolizatlar1 hari¢ en yiiksek iz
element igeriginin tiim gruplarda Cu oldugu ve bununda alkali protez enzimi ile
hidroliz olan mezgit atig1 hidrolizatlarinda (6.01mg) belirlendigi saptanmistir

(p<0.05).

CYY ine gore optimize edilerek hidrolize olan alabalik, mezgit ve hamsi atiklari
hidrolizatlarinin iz element igerikleri degerlendirildiginde; aymi balik atiklarindan
elde edilen hidrolizatlar i¢indeki farkli enzimlerin hidrolizatlarin iz element
iceriklerine onemli farkliklar olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 4.51).Calismada
bulunan bulgularla benzer Sekilde Sathivel ve ark (2005), alkalaz, flavourenzim,
proteks, palataz 2000 L, GC 106, ve notraz enzimleri ile hidrolize olan kirmizi
somon kafas1 hidrolizatlariin iz element igeriklerinde farkliliklar bulmuslardir.
Ayrica bu hidrolizatlarin K, P, Ca,ve Mg kadar Zn ve Fe gibi mikronutrientler
bakimindan zengin oldugunu ve Pb, Sr ve Cd ise agir metal igeriklerininde diisiik

oldugunu belirtmislerdir.

Sathivel ark., (2003) ringa baliklarinin farkli viicut parcalarindan elde edilen
hidrolizatlarda (viicut, gonad, bas ve tiim vuciit hidrolizatlar1) iz element igeriklerini
arastirmig ve sonugta ringa baliklarinin gonatlarindan elde edilen hidrolizatlarda Cu,

Fe ve Zn bakimindan en yiiksek i¢erige sahip oldugunu bulmuslardir.
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Cizelge 4.50. Farkli enzimlerle CYY ine gore optimize edilerek hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin
iz element icerikleri (%)

or el APA APM AP H. PMXA  PMXM PMX H FLVA. FLV.M, FLV.H
cr 3,01340,768° 2,707+0,492° 2,639+0,858° 2,79740,007" 2,749+0,128° 1,003+1,048" 1,725+1,042° 1631+1987° 2,601+0,181°
Cu 3,183+0,049° 6,012+0,397° 5080+0,052° 2,434+0,099° 4,402+2,101° 2,412+2,894° 1,060+1,226" 2,333+2,295% 3,690+1,491°
Ni 0,46040,136° 0,013+0,131° 1,224+0,068° 0,581+0,033° 0,697+0,017% 0,654+0,750° 0,364+0415" 0,517+0,626" 1,263+0,085"
Co 0,25940,002° 0,141+0,059" 0,311+0,006° 0,23240,002° 0,081+0,007* 0,135+0,151% 0,122+0,138% 0,039+0,041* 0,220+0,036"
Pb 0,189+0,008° 0,238+0,020° 0,187+0,005° 0,147+0,024" 0,125+0,081% 0,057+0,063" 0,048+0,067° 0,232+0,298" 0,169+0,110"
As 0,174+0245° 0,286+0,204* 0,234+0,303° 0,318+0,449° 0,118+0,166° 0,531+0,419° 0,414+0,585° 0,017+0,024* 1508

*TEDB: Tespit edilebilir diizeyde bulunamamustir.
* Ayni satir i¢indeki farkli harfler 0.05 6nem diizeyindeki farkliliklar: gostermektedir.
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Cizelge 4.51. Farkli enzimlerle hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin iz element icerikleri (mg/kg)

Agir AP.A. PMX.A FLV.A. AP.M PMX.M FLV.M. AP .H. PMX.H FLV.H
Metal

Cr 3,013+0,768° 2,797+0,907° 1,725+1,942° 2,707+0,492° 2,749+0,128° 1,631+1,987° 2,639+0,858"  1,003+1,048* 2,601+0,181"
Cu 3,183+0,049° 2,434+0,099° 1,060+1,226° 6,012+0,397° 4,402+2,101* 2,333+2,295° 5080+0,052°  2,412+2,894* 3,690+1,491°
Ni 0,460+0,136* 0,581+0,033* 0,364+0,415% 0,913+0,131* 0,697+0,017% 0,517+0,626° 1,224+0,068*  0,654+0,750*° 1,263+0,085%
Co 0,259+0,002° 0,232+0,002® 0,122+0,138% 0,141+0,059° 0,081+0,007* 0,039+0,041° 0,311+0,006°  0,135+0,151* 0,220+0,036*
Pb 0,189+0,008" 0,147+0,024° 0,048+0,067° 0,238+0,020° 0,125+0,081° 0,232+0,298° 0,187+0,005"  0,057+0,063* 0,169+0,110"
As 0,174+0,245° 0,318+0,449° 0,414+0,585% 0,286+0,204% 0,118+0,166° 0,017+0,024° 0,234+0,303" 0,531+0,419° TEDB

* Ayni siitun igindeki farkli harfler 0.05 6nem diizeyindeki farkliliklar gostermektedir.
*TEDB: Tespit edilebilir diizeyde bulunamamustir.
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Avrupa Komisyonu Yonetmeligi'nde Onemli O6geler icin yasal esikler mevcut
degildir (EC, 2006). AB diizeyinde gidalardaki As i¢in belirlenmis maksimum
seviye de yoktur. Bununla birlikte, Avrupa Komisyonu Tiiziigii (EC, 2006), Hg, Pb
ve Cd'min maksimum seviyesinin sirasiyla, 0.5, 0.30 ve 0.05 mg / kg yas agirlik
oldugunu gostermektedir. Buna gore bu c¢alismada Pb igeriginin tiim hidrolizatlarda
yasal sinirlart agsmadigini gostermektedir. Hg ve Cd’ nin tiim hidrolizatlarda tespit

edilememistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, alabalik (Onchoryncus mykiss), hamsi (Engraulis encrasicolus) ve
mezgit (Merlangius merlangus ) atiklari, alkali proteaz (pH 8) ii¢ farkli enzim orani
(%1, %1.5 ve %2), l¢ farkl stire (1, 4 ve 8 saat) ve li¢ farkl sicaklik (40, 50 ve 60
°C) uygulanarak, protameks (pH 7.0) ve flavourenzim (pH 7.0) ise ii¢ farkls siire (1, 4
ve 8 saat) ve ii¢ farkli enzim oranm (%1, %1.5 ve %2) uygulanarak hidroliz

edilmistir. Buna gore calismada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

1. Alabalik, mezgit ve hamsi atiklarinin kimyasal kompozisyonu kuru
maddeye gore en yuksek protein igerigi %356.25 ile mezgit atiginda
(p<0.05), en yuksek lipit igerigi %57.71 ile alabalik atiginda ve en yuksek
kiil icerigi %17.37 ile hmasi atiginda tespit edilmistir (p<0.05). Caligmada
balik atiklarinin kimyasal komposizyonunun baligin tiiriine, atigin vuciit
parga oranlarma ve baliZin blyilikligline gore degisebilecegi
belirlenmistir.

2. Optimum hidroliz prosesinde alkali proteaz enzimi igin en uygun sire,
sicaklik ve enzim orami hidroliz derecesine(HD%) gore alabalik atiginda
60°C, 1,0 saat ve %1 enzim orani, mezgit atiginda 60°C, 1,0 saat ve %1.27
enzim oran1 ve hamsi atiginda 44.06°C, 1.0 saat ve %1.05 enzim orani
olarak bulunmustur.

3. Optimum hidroliz prosesinde en uygun siire, sicaklik ve enzim orani
hidroliz derecesine(HD%) gore protameks icin alabalik atiginda 50°C, 1.0
saat ve %1.00 enzim orani, mezgit atiginda 50°C, 1.0 saat ve %1.0 enzim
oran1 ve hamsi atiginda 50°C, 1.37 saat ve %1.01 enzim orani olarak
bulunmustur.

4. Optimum hidroliz prosesinde flavourenzim igin en uygun siire, sicaklik ve
enzim orani hidroliz derecesine gore alabalik atiginda 50°C, 1.30 saat ve
%1.00 enzim orani, mezgit atiginda 50°C, 1.03 saat ve %1.0 enzim orani
ve hamsi atiginda 50°C, 1.48 saat ve %1.00 enzim orani olarak
bulunmustur.

5. Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim kullanilarak CYY ile optimize
edilmis alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinin hidroliz

dereceleri(HD%) incelendiginde en yiiksek hidroliz derecesi %74.30 ile
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6.

alabalik atiginin protameks ile hidrolizatindan elde edilirken, en diisiik
hidroliz derecesi %50.92 ile mezgit atiginin flavourenzim ile hidrolizinden
elde edilmistir Bu c¢alisma ile, balik atig1 tiirii ve enzim tiiriine gore

hidroliz derecesininde degisebilecegi belirlenmistir.

Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim kullanilarak CYY ile optimize

edilmis alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinin protein geri
kazanimlar1 incelendiginde; en yiiksek protein geri kazanimi %95.76 ile
mezgit %95.73 ile hamsi atiginin protameks ile hidrolizine, mezgit atiginin
alkali proteaz ile hidrolizatindan %95.22 elde edilirken en diisiik protein
geri kazanimi1  %73.54 ile mezgit atiginin flavourenzim ile hidrolizinden
elde edilmistir. Bu calisma ile, elde edilen farkli degerlerin balik tiirlerine,
atitk kompozisyonuna, enzim tiirline, hidroliz yontemine (sicaklik, siire ve
enzim orani) gore degisik oranlarda elde edilebilecegini gostermistir.

Farkli siire, sicaklik ve enzim orani ile hidrolize olan alabalik, hamsi ve

mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin  molekiiler

agirhiklarimin sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-

PAGE) ile karakterizasyonu sonucunda, hidroliz siiresi arttikga biiyilik

molekiiler agirliga sahip peptitlerin yogunluklarinda azalig, buna karsilik

kiicik molekiiler agirhiga sahip peptitlerin yogunluklarinda ise artig

gorilmistir.

Alabalik atiklarindan elde edilen hidrolizatlarinin SDS-PAGE ile

karakterizasyonunda alkali proteaz enziminin, protein molekillerinin

enzim miktarindan daha ziyade sicaklik ve siirenin hidrolizasyon iglemine

etki ettigi bulunmustur. Mezgit atiklarindan elde edilen hidrolizatlarda

alkali proteaz enziminin hidrolizasyon suresi arttikga hidroliz

derecesininde(HD %) arttig1 belirlenmistir. Hamsi atiklarindan elde edilen

hidrolizatlarda alkali proteaz enziminin etkisine bakildiginda, en biiyiik

farklihgin sicakhigm o6zellikle 50°C de yapilan hidrolizasyon ile elde

edildigi gorulmektedir.

Bu ¢alismada, SDS profiline gore en iyi hidrolitik aktivitenin alkali proteaz
enzimi ile saglandigr bulunurken protameks ve flavourenzimin benzer

hidrolitik aktiviteye sahip olabilecegi tespit edilmistir.

10. Alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinda ham protein igerigi kuru
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

madde bazinda en yiiksek %88.54 ile flavourenzim ile hidrolize olan
alabalik atig1 hidrolizatlarinda bulunmustur (p<0.05). Bunu sirasiyla
%86.78 ile alkali proteaz ve % 86.36 ile protemeks ile hidrolize olan
alabalik atig1 hidrolizatlari izlemistir (p<0.05).

Alabalik, mezgit ve hamsi atig1 hidrolizatlarinda lipit igerigi kuru madde
bazinda en yiksek %6.12 ile flavourenzim ile elde edilen hamsi atig1
hidrolizatlarinda (p<0.05), en diisiik lipit igerigi %3.28 ile flavourenzim
ile elde edilen alabalik atig1 hidrolizatlarinda bulunmustur (p<0.05).
Hidrolizatlar i¢cinde en diisiik kiil icerigi %8.18 ile flavourenzim ile elde
edilen alabalik atig1 hidrolizatlarinda (p<0.05), en yiksek ham kil
iceriginin %17.6 ile protameks ile elde edilen hamsi atig1 hidrolizatlarinda
bulunmustur (p<0.05).

Alabalik, hamsi ve mezgit atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin
toplam amino asit icerikleri incelendiginde (g/100 g), en yiliksek miktarda
bulunan amino asitin tim balik ve enzim gruplarinda aspartik asit ve
glutamik asit oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Esansiyel amino asitler bakimindan alabalik atig1 hidrolizatlarinda sistin
ve histidin miktarlarinin en yiiksek alkali proteaz ile hidroliz edilen
hidrolizatlarda bulunurken, lizin, methionin ve treoninin ise protameks
enzimi ile dretilen hidrolizatlarda 6nemli oranda yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Mezgit atig1 hidrolizatlarinda sistin, lizin, treonin ve
histidin en yuksek alkali proteazda bulunurken (p<0.05), isolosin + 16sin
ve valin flavourenzim ile iiretilen hidrolizatlarda tespit edilmistir (p<0.05).
Hamsi atig1 hidrolizatlarinda sistin, histidin, lizin ve metiyonin en yiiksek
flavourenzim de bulunmustur (p<0.05).

Tim esansiyel amino asitler degerlendirildiginde, lizin igin en yuksek
kimyasal skor alabaliklarda (%85.14) protameks ile mezgitlerde (%83.66)
alkali protez ile elde edilirken, hamsilerde (%88.45) flavourenzim ile elde
edilmistir.

Bu calismada her ne kadar hidrolizatlarin aminoasit miktarlar1 referans
protein kaynaginin iceridiginden daha diisiikte olsa tamamlayic1 veya
fonksiyonel olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Ozellikle alabalik atiklarindan elde edilen hidrolizatlarin iz element
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igeriklerinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu farkliliklarin nedeninin
balik atig1 gruplari arasindaki viicut pargalarinin, beslenmelerinin ve ¢evre
kosullarinin etkisiyle olustugu diisiiniilmektedir.

18. Flavourenzim ile hidrolize olan alabalik hidrolizatlar1 hari¢ en yiiksek iz
element igeriginin tiim gruplarda Cu oldugu ve en yiiksek bakir igeriginin
alkali proteaz enzimi ile hidroliz olan mezgit atig1 hidrolizatlarinda
(6.01mg) belirlendigi saptanmustir.

19. Aym1 balik tiirti atiklarindan elde edilen hidrolizatlar igindeki farkli
enzimlerin hidrolizatlarin iz element iceriklerine ©&nemli farkliklar

olusturdugu tespit edilmistir.

Bu calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore, balik atiklarindan protein
hidrolizat1 iiretilmesi konusunda su oneriler siralanabilinir;

1. Balik atiklarindan protein hidrolizati {iretiminde, atigmn besin
komposizyonunun mevsimsel degisiminin gozoniine alinmasi,

2. Ulkemizde su iiriinlerinden protein hidrolizatinin ticari bir iiriin haline
doniistiiriilebilmesi icin degerlendirelemeyen ve avcilik yoluyla iiretim
miktar1 yiiksek olan turlerin tespitine yonelik ¢alismalarin yapilmasi,

3. Bu calismada optimizasyonunu saglanan hidrolizatlarin fonksiyonel
Ozelliklerinin ve farkli alanlarda kullanimlarinin incelenmesi,

4. Elde edilen protein hidrolizatlarinin depolamaya baghh kalite
degisimlerinin incelenmesi,

5. Balik atiklarimin enzimatik hidrolizinde alkalin proteaz enziminin
fiyat/fayda bakimindan fizibilite raporunun arastiriimasi,

6. Balik protein hidrolizatlarinin liretiminde ortaya ¢ikan yan iiriinlerin (1.
ve 4.fazda bulunan bileseneler) degerlendirilmesine yonelik ¢aligsmalarin
yapilmasi,

7. Hidrolizat tretiminde 6nemli bir basamak olan kurutma, trlin kalitesinin
korunmas1 amaciyla ¢ogunlukla liyofilizasyon ile gerceklestirilmekte, bu
durum zaman ve maliyet agisindan sikinti yaratmaktadir. Bu nedenle
kurutma igleminde liyofilizasyonla kalite agisindan rekabet edecek, daha

hizli ve diisiik maliyetli yontemlerin arastiritlmasi énerilmektedir.
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