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OZET

DENIZ HIYARININ (Holothuria tubulosa) BIYOKIMYASAL, FONKSIYONEL VE
BiYOAKTIF OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Ibrahim Ender KUNILI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Avlama ve Isleme Teknolojisi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Fatma Arik COLAKOGLU
02/08/2017, 111

Yapilan ¢alismada, degerli bir deniz riinii olan Holothuria tubulosa’nin besinsel,
fonksiyonel ve biyoaktif oOzellikleri belirlenmeye caligilmistir. Arastirma materyali,
Holothuria tubulosa Canakkale Bogazi kiyisal alanlarindan toplanmis, 6rnekler; viicut
duvari, i¢ organlar ve viicut sivisi olmak iizere ii¢ ayr1 kisma ayrilarak analizlere tabi
tutulmustur. Deniz hiyarinin besin kompozisyonu, makro bilesenlerden su, protein, yag ve
kiil analizleri, yan1 sira amino asit, yag asidi ve mineral madde analizleri ile tespit edilmeye
calistlmigtir. Fonksiyonel ve biyoaktif ozelliklerin tespiti ise; deniz hiyarmin viicut
kisimlarindan elde edilen ekstrakt, izolat ve hidrolizatlarda yapilmistir. Elde edilen
numunelerde fonksiyonel Ozelliklerden; ¢oziiniirliik, nem c¢ekme-tutma, emiilsiyon ve
kopiik oOzellikleri, biyoaktif ozelliklerden ise, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
radikallerini siliplirme, demir selatlama, indirgeme giici, DNA hasar1 koruma ve
antimikrobiyal aktivite 6zellikleri arastirilmistir.

Incelemeler sonucunda; deniz hiyarinin besin olarak nitelendirilebilen kisimlarinin %
81-93 su, % 3-10 protein, % 1-2 yag ve % 1-5 kiil i¢erdigi, tiim esansiyel amino asitleri
ihtiva ettigi, sahip oldugu mineral maddelerden en fazla bulunan iz mineralin silisyum (91
mg/kg), makro mineralin ise sodyum (3,9 g/kg) oldugu belirlenmistir. Viicut sivisi, duvari
ve i¢ organ kisimlarindan elde edilen protein igerikli drneklerin, referans maddelere gore
fonksiyonel 0Ozelliklerinin genel anlamda 1yi oldugu, en iyi Ozelligin ise kolajen
orneklerinde emiilsiyon aktivitesi (56-66 m?/g) oldugu belirlenmistir. Biyoaktif 6zellikler
acisindan; deniz hiyarinin viicut kisimlarinin, farkli diizeylerde antioksidan o&zellik
gosterdigi; en iyi antioksidan Ozelligin ise yine kolajen orneklerinde (DPPH % 85,

Selatlama % 77, indirgeme 1,80/1,65) goriildiigii tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite
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ozelliginin diizeyi ise, tim 6rneklerde referans maddelere gore diisiik oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Deniz Hiyari, Holothuria tubulosa, Besin Kompozisyonu,

Fonksiyonel Ozellikler, Biyoaktif Ozellikler.



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOCHEMICAL, FUNCTIONAL, AND BIOACTIVE
PROPERTIES OF SEA CUCUMBER (Holothuria tubulosa)

Ibrahim Ender KUNILI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Fishing and Fish Processing Technology
Advisor: Prof. Dr. Fatma Arik COLAKOGLU
02/08/2017, 111

In this thesis, it was tried to determine nutritive, functional, and bioactive properties
of Holothuria tubulosa which is a valuable seafood. Research material Holothuria tubulosa
samples were collected from seashore of Canakkale Strait. Each collected sample was
subjected to analysis after divided into three parts named as body wall, ceoleomic fluid,
and viscera. Nutritive composition of sea cucumber was tried to determine with macro
components such as water, protein, total lipid, and ash along with, amino acid, fatty acid
and mineral matter analysis. Determination of functional and bioactive properties was
performed in extract, isolate and hydrolysates obtained from divided body parts of sea
cucumber samples; functional properties determined with the analysis of solubility, water
absorption-retention, emulsifying and foaming; bioactive properties determined with the
analysis of 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) scavenging, iron chelating, reducing
power, protective properties against hydroxyl radical-induced DNA damage and
antimicrobial activity.

According to the findings, it was determined that the edible parts of sea cucumbers
contain 81-93 % water, 3-10 % protein, 1-2 % lipid, and 1-5% ash, and contain all essential
amino acids, most abundant trace mineral is silica (91 mg/kg) and macro mineral is sodium
(3,9 g/kg). Proteins obtained from body wall, viscera and ceoleomic fluid, in general, have
shown good functional properties in comparison with the reference materials and
emulsifying activity was determined in collagen samples (55-66 m?/g) as best functional
feature. In view of bioactive properties, samples of sea cucumber body parts, have shown
antioxidant activity at different levels and best antioxidant activity was observed in
collagen samples (DPPH 85 %, Iron Chelating 77 %, Reducing Power 1,80/165).
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Antimicrobial activity was determined at low levels in all samples in comparison with

reference antibiotic.

Keywords: Sea Cucumber, Holothuria tubulosa, Nutritive Properties, Functional

Properties, Bioactive Properties.
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BOLUM 1
GIRIS

Dogal kaynaklarin etkin kullanimu, {ilkelerin endiistriyel alanda teknolojik agidan ve
istihdam alani yaratmasi bakimindan, kalkinmasina katki saglamaktadir. Bu bakimdan,
cografi sartlar ve iklimin el verdigi Olgiide her iilke, dogal kaynaklarini etkili sekilde
kullanma politikasina 6nem vermektedir. Tiurkiye 8333 kilometrelik kiy1r seridine sahip
olan cografi konumu ile iic adet denize ve iki adet bogaz sistemine hakim, tek {ilkedir.
Oncelikle turizm olmak iizere denizlerin katkisi, sadece balik ve bazi su iiriinleri iiretimi ile
siirli kalmakta, maalesef denizlerimizden yeterli fayda saglanamamaktadir. Su firiinleri
iiretimi ise, daha ¢ok avcilik yoluyla gerceklestirilmekte, yetistiricilik yolu, yapilan iiretime
yeterli destegi saglayamamaktadir. Avcilik liretiminde ise, dogal stoklarin bilingsiz sekilde
sOmiiriilmesi, olumsuz cevre faaliyetleri (kirlilik, doga tahribati, sanayilesme vb.) ve
tiretilen iriinlerin etkin kullanilamamasi sebebiyle su iiriinleri sektoriiniin gelecegi risk
altinda bulunmaktadir.

Ulkemiz denizlerinde su iiriinleri iiretimi biiyiik 6lciide balik, kabuklu ve
yumusakgalardan olusmakta, besin olarak kullanilmayan diger deniz canlilari ile ilgili bariz
bir iiretim bulunmamaktadir. Bunlardan biri olan deniz hiyari ise, avciligi yapilan ancak
tilkemizde tiiketimi gerceklesmedigi igin yeteri kadar tanmmayan tiirlerin basinda
gelmektedir.

Deniz hiyari, deniz kestanesi ve deniz yildiz1 gibi derisidikenliler sinifina ait bir
canlidir. Ozellikle indo-Pasifik iilkelerin kiyilarinda yogun yayilim gésteren bu canlilar,
kiyr sularinda ve bentik faunada yasamakta, ekolojik olarak da dogada biiylik gorevler
tistlenmektedir. Farkli biyoloji ve fizyolojiye sahip oldugu uzun yillardan beri bilinen
deniz hiyarinin, kendi organlarim1 yenileme kabiliyeti, hastaliklara, diismanlarina ve
olumsuz c¢evre sartlarina dayanikli oldugu ifade edilmektedir. Bu ozelliklerini 1iyi
gbzlemlemis olan Uzakdogu halki, bu canliyt M.O. 2. Yiizyildan beri besin kaynag1 ve bir
cok hastaliklarin tedavisinde ezerek, doverek veya toz haline getirerek sifa amacgh
kullanmiglardir. Bununla birlikte, canlinin viicut boslugunda bulunan ve 6zellikle mineral
ve bazi1 savunma hiicreleri bakimindan zengin olan viicut sivisini, gegmiste agik denizde
uzun siire kalan Uzakdogulu balik¢iklarin, bir serum gibi hayati viicut kondiisyonlarini geri
kazanmak amaciyla tiikettikleri ifade edilmektedir (Hawa ve ark,. 1999).

Glinlimiizde ise deniz hiyarlarn artik islenmis gida olarak tiiketime sunulmakta,

bunun yani sira, krem, sabun, tonik, ekstrakt veya gida takviyesi olarak da kullanilma
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sunulmaktadir. Deniz hiyarlarinin tedavi edici 6zellikleri son yillarda yapilan bilimsel
calismalarla da teyit edilmis, bu canlinin gergekten bir ¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilabilecek etken madde veya benzerlerini ihtiva ettigi ortaya konulmustur. Hatta
AIDS ve kanser gibi bazi hastaliklarin da tedavisinde kullanilabilecek potansiyele sahip
oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla bu canli, cogu Uzakdogu {ilkesinde baliktan daha fazla
deger gormiis, avciligin yani sira yiiksek miktardaki talebi karsilamak amaciyla
1970’lerden beri devlet tesvikli yetistiricilik faaliyetleri baslatilmistir. Bugiin, iiretimi
yapilan deniz hiyarlari, bir ¢ok iilkeden ithal edilen tiirlerle birlikte yliksek katma degerli
tiriinlere donistiirtilerek tekrar piyasaya stiriillmektedir.

Ekonomik degeri yiiksek olan bu canlinin, kullanim alanlar1 arastirilarak tilkemizde sektore
tanitilmast gerekmektedir. Bu baglamda yapilan bu tez calismasi, iilkemiz denizlerinde
yaygin bulunan tiir olan Holothuria tubulosa’nin etkin kullanimini saglamak amaciyla,
tasarlanmigtir. Bunun ig¢in Oncelikle besin olarak niteliklerinin belirlenmesine ¢alisilmis,
sonrasinda ise; canlinin sahip oldugu proteinin, fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklerinin
ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. H. tubulosa’nin besin kompozisyonu, makro ve mikro
besin bilesenleri ile analiz edilmis, yani sira besin bilesenlerinin mevsimsel degisimi de
tespit edilmeye calisilmigtir. H. tubulosa’nin fonksiyonel ve biyoaktif 6zellikleri ise, ii¢
farkli viicut kismindan; viicut sivisi, viicut duvart ve i¢ organlarin ekstraksiyon, protein
izolasyonu ve hidrolizasyonu sonrasinda elde edilen numunelerde belirlenmeye
calisilmistir. Fonksiyonel 6zellikler; ¢oziiniirliik, nem ¢ekme-tutma, emdiilsiyon ve kopiik
ozellikleri ile, biyoaktif 6zellikler ise, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite 6zellikleri ile

arastirilmastir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Deniz Hiyarlar1 (Holothuroidea)

Deniz hiyarlari, deniz diplerinde yasayan omurgasiz hayvanlardir. Holothuroidea
siifi Echinodermata filumuna ait olan bu canlilarin, 1500 tiire sahip oldugu ve diinyada
genis bir yayilim alan1 bulundugu bildirilmektedir (Ridzuan 1993; Higgins, 2000; Conand,
2004; llias 2010). Ozellikle Hint, Atlantik ve Pasifik Okyanuslarinin ekvatora yakin olan
kisimlarinda yogun bir yayilim gosteren bu canlilar 1-100 metre derinliklere kadar olan
kum, camur, c¢akil ve Posedonia oceanica gibi deniz c¢ayirlarinda yasamaktadirlar
(Tortonese ve Vadon 1987; Koukkouras ve ark., 2007; Purcell ve ark., 2012).

Genel olarak yumusak, ince silindirik yapida viicuda sahip olan deniz hiyarlari, bir
agiz, bir aniis ve tiip ayaklardan (podium) olusmaktadir (Sekil 2.1). Tam bir sindirim
sistemi, merkezi sinir sistemi ve basit lireme sistemleri bulunan bu canlilarin, tiirden tiire
degismekle beraber cinsi olgunluga 11 cm’den sonra ve farkli mevsimlerde ulastig
bildirilmektedir (Purcell ve ark., 2012). Uremeleri, dis déllenme yoluyla, sperm ve
yumurtalarin su ortamina salinarak dollenmesi ile gerceklesmektedir (Conand, 1981;
Purcell ve ark., 2012).

Deniz hiyarlart dip yapida bulunan detritus ile ve su kolonunda bulunan
planktonlarla beslenmektedir (Kazanidis ve ark., 2010; Fankboner, 1978; Cameron ve
Fankboner, 1984). Plankton siizme islemini agiz kisminda bulunan tentakiiller vasitasiyla
gerceklestirmektedir (Fankboner, 1978). Dip yapidaki detritusla beslenme o6zellikleri
nedeniyle bu canlilar ekolojik dengenin siirdiiriilmesinde biiyilk bir rol oynadiklari

bilinmektedir.



Solunum Agaci

Viicut Duvan

Sekil 2.1. Deniz hiyari biyolojisi (Anonim, 2016a)

2.1.1. Uretimi ve ticareti

Deniz hiyarlarinin bilinen 1500 tiiriinden yaklagik olarak 30 - 40 tiiriiniin ekonomik
degeri oldugu belirtilmektedir (Conand, 1990). Bu tiirler arasinda ilk sirada Japon deniz
hiyar1 Apostichopus japonicus gelmekte, bunu sirasiyla Actinopyga mauritiana, Holothuria
scabra, Parastichopus californicus, Cucumaria frondosa, ve Thelenota ananas takip
etmektedir.

Deniz hiyarmin, Sri Lanka, Endonezya ve Kore basta olmak iizere Asya iilkelerinde
ve son zamanlarda Amerika ve Afrika {ilkelerinde iiretimi yogun olarak yapilmaktadir.
FAO verilerine gore avcilik ve yetistiricilik ile yapilan 238 bin ton iiretimin 221 bin tonluk
kismi Asya tlkelerinde gergeklestirilmektedir (Sekil 2.2). Diinya genelinde yetistiricilik
yoluyla yapilan deniz hiyar iiretimi 202 bin ton olup, % 99’unun yine Asya iilkelerinde,
daha ¢ok Cin ve Endonezya da yapildigi belirtilmektedir (FAO, 2016).

Bu canliya ait yetistiricilik faaliyetleri ilk olarak 1980°1i yillarda Cin’de baglamis,



yakin ilkelerin kiyisal alanlarinda artarak devam etmistir. Genellikle 2-6 hektarlik su
alanlarinda, 1,5 - 2,5 metre derinlik ve %, 25-35 tuzluluga sahip temiz sularda tiretimi
gergeklestirilen deniz hiyari, yetistiricilik faaliyetlerinde kullanilan su sicakligi, mevsime
gore degismekle beraber, genel olarak 10-25°C araligindadir (Yaging ve ark., 2004). Yavru
tiretiminde, dollenen yumurtalar kulugkalandiktan sonra 2 cm boya ulastiklarinda
yetistirme alanlarma transfer edilmektedir. Hiyarlarin stok yogunlugu genellikle hektara
100-150 bin birey olacak sekilde ayarlanmakta, yaklasik olarak bir yil sonra hasat boyuna
gelen bireyler, dalgiglar veya golciiklerdeki ag kaldirma/drenaj sistemi ile hasat
edilmektedir (Yaging ve ark., 2004).

Deniz hiyan tiirlerinin 2014 yili itibariyle diinya ticaret hacmi yaklasik 61 552 ton
olup, 704 milyon Amerikan dolar1 (USD)’na karsilik gelmektedir (FAO, 2016). En fazla
ragbet goren kurutulmus “bech-de-mer” iiriiniin, boyut ve kaliteye bagli olmak {izere fiyati,
385 Amerikan Dolar1 (USD)/kg’a kadar ¢ikabilmektedir (Purcell, 2014). Asya iilkeleri,
ticaret hacmine sahip en 6nemli tilkelerdir ve 61 bin ton ithalat ve ihracat miktarinin 41 bin
tonu bu tilkelerde gergeklesmektedir. Buna ek olarak Amerika 12 bin ton, Avrupa tilkeleri
4 bin ton ve Afrika iilkeleri ise 3 bin ton ticaret hacmi ile piyasada yer almaktadir (FAO,

2016).
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Sekil 2.2. Diinya deniz hiyar iiretiminin kitalara gére dagilimi ve en cok fiiretilen tiir olan

Aposticopus japonicus’un tiretimdeki payi

Ulkemiz denizlerinde, Holothuria familyasina ait 22 adet deniz hiyar1 tiirii
bulunmaktadir (Oztoprak ve ark., 2014). Bu tiirler arasinda Holothuria mammata,

Holothuria tubulosa ve Holothuria poli tiirleri ekonomik degeri olan tiirlerdir (Aydin ve



ark., 2014). Deniz hiyar1 yetistiriciligi lilkemizde heniiz bulunmamakta, avciligi ise
yonetmelikte belirtilen {iretim alanlarindan 1 Haziran — 31 Ekim tarihleri haricinde toplama
usulii yapilabilmektedir. Yasal iiretim alanlar1 yonetmelikte; Ege Denizi’nde Izmir-Cesme
Karaabdullah Burnu ile Balikesir-Ayvalik Egribucak Burnu arasinda ve Akdeniz’de
Mersin  Anamur Burnu ile Seyhan Nehri’nin denize dokildigi yer arast olarak
belirtilmistir (Anonim, 2016b). Toplanan deniz hiyarlari su tiriinleri isleme fabrikalarinda
kaynatilip kurutularak yada dondurularak ticarete hazir hale getirilmekte, elde edilen

iiriinler genellikle Giiney Kore, Cin, Japonya ve bazi Avrupa iilkelerine ihrag¢ edilmektedir.

2.1.2. Besinsel Ozelligi

Deniz hiyarlar1 ¢ok uzun yillardan beri besin olarak kullanilan canlilardir. Doymamais
yag asitleri ve tlim esansiyel amino asitleri biinyesinde bulundurmasi bu canlilari, saglikli
gidalar kategorisine tasimaktadir (Chen, 2003). Yenilebilir kismi1 olan viicut duvari, biiyiik
oranda proteinden olusmakta yag icerigi oldukga diisiik diizeylerde bulunmaktadir (Wen ve
ark., 2010). Deniz hiyarlarinda su miktar1 % 70 - 90, protein % 7-15, yag % 2 - 3, kiil
miktar1 ise %7-9 araligidadir (Ozer ve ark., 2004; Chen, 2004; Wen ve ark., 2010; Sicuro
ve ark., 2012). Genellikle islenerek tiiketime sunulan deniz hiyarlarinin, taze tiiketimine
nadir rastlanmaktadir. Geleneksel islemeciliginde, biiylikk oranda kurutma teknigi
kullanilmakta (iirlin adi bech-de-mer, trepang, hai-som) (Chen, 2003), islenen iiriinler
corbadan salataya kadar degisik sekillerde tiiketilebilmektedir.

Deniz hiyar1 proteini giinliik besin ihtiyaci agisindan diisiiniildiigiinde, tiim amino
asitleri ihtiva etmektedir (Chen, 2004). Toplam amino asit i¢eriginde (7-129/100g), glisin,
yaklasik % 10’luk bir oranla dominant amino asit olarak goze ¢carpmakta, glisini, glutamik
asit, aspartik asit gibi esansiyel olmayan amino asitler takip etmektedir (Sicuro ve ark.,
2012; Wen ve ark., 2010). Esansiyel amino asitler arasinda ise lisin ve arjinin diisiik
miktarlarda, treonin ve valin baskin asitler olarak goze ¢arpmaktadir (Sicuro ve ark.,
2012). Deniz hiyarlarinin viicut duvari, kolajen bakimindan zengin olup (Trotter ve ark.,
1994, Saito ve ark., 2002), icerdigi yiiksek triptofan seviyesi sayesinde, bu canlidan elde
edilen kolajen ve kolajen tiirevi jelatinlerin, diger canlilardan elde edilenlere gore daha
degerli oldugu bildirilmektedir (Chen, 2004).

Deniz hiyar1 sahip oldugu diisilk yag muhteviyatinda, doymus ve doymamis yag
asitlerini icermekte, doymus yag asitlerinin oran1 % 14 - 17 arasinda iken, doymamis yag
asitlerinin ise % 66 - 76 degerleri arasinda oldugu ifade edilmektedir (Sicuro ve ark., 2012;

Aydin ve ark., 2014). Doymus yag asitleri arasinda dominant asitler sirasiyla palmitik (% 3
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- 8) - steraik (% 3 - 9), miristik (% 1 - 3) ve behenik asit (% 1 - 3), doymamis yag
asitlerinde ise linolenik asit (%8-10), arasidonik asit (% 12 - 20) eikopentaenoik asit (% 6 -
15) ve dokosaheksaenoik asit (%5 -12) sayilmaktadir (Sicuro ve ark., 2012; Bechtel ve
ark., 2013; Aydn ve ark., 2014).

b A £z L
= Spes 572 [ s .

Sekil 2.3. Beche-de-mer olarak islenmis ve tiiketime sunulan deniz hiyarlar1 (Anomim,
2014; Sze, 2004)

Mineral madde igerigi agisindan ise oldukca zengin olan deniz hiyarlarinda en gok
bulunan makro mineraller; sodyum (25 - 153 g/kg), klor (36 - 251 g/kg), kalsiyum (15 - 68
g/kg), magnezyum (4 - 8,6 g/kg) ve potasyum (1,1 - 5,2 g/kg) iken, mikro mineraller demir
(41 - 660 mg/kg), ¢inko (11 - 100 mg/kg), bakir (3 - 74 g/kg), manganez (1 - 16 mg/kg),
selenyum (1 - 4 mg/kg), krom (1-10 mg/kg) ve nikel (0,3 — 5 mg/kg) olarak ifade
edilmektedir (Ridzuan, 1993; Chen, 2004; Wen ve Hu, 2010). Bununla birlikte, toksik
elementlerden arsenik, kadmiyum ve kursun, tim bentik deniz canlilarinda oldugu gibi
deniz hiyarlarinda da bulunabilmektedir. Sicuro ve ark. (2012) H. tubulosa tiirii ile
yaptiklar1 ¢aligmada, bu elementlerin genel olarak iz miktarlarda goze carptigini ancak,

arsenigin 22 mg/kg konsantrasyonlarina kadar birikim yaptigini belirtmislerdir.

2.1.3. Farmakolojik ve tedavi edici 6zelligi

Deniz hiyariin medikal degeri hakkindaki bilgiler oldukca eskilere dayanmaktadir.
Bu canlilarin kendi viicutlarinda olusan kesik ve yaralar1 hizli tamir edebilme kabiliyeti bu
canlinin geleneksel olarak sifa amagli kullanimimin yolunu agmustir (Fredalina ve ark.,
1999). Cin’de, deniz hiyarlarinin ginseng, kopekbalig1 yiizgeci, kus gogsii, tirtil mantari
gibi tonik amach tiiketildigi, ginseng etkisine benzer etkileri nedeniyle, Cinlilerin bu
canliya kabaca “denizin ginsengi” adini verdikleri bildirilmektedir (Bruckner ve ark.,
2003; Chen, 2003). Giiniimiizde ise, bir ¢ok iilkede deniz hiyarlarindan elde edilen
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bilesikler ticari iirlin olarak {iretilmekte ve ¢esitli tedavilerde kullanmak amaciyla piyasada
satisa sunulmaktadir.

Bilim adamlar1 ¢esitli ¢alismalarla, deniz hiyar1 ekstraktlarinin antibakteriyel,
antifungal, antioksidan, antitiimor, antianjiyogenik ve antikoagiilant 6zellikleri oldugu
konusunda tespitler yapmislardir (Hawa ve ark., 1999; Ridzwan ve ark., 2003; Mamelona
ve ark., 2007; Althunibat ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2010). Deniz hiyarlar
mukopolisakkaritler bakimindan, 6zellikle de kondritin siilfat agisindan olduk¢a zengindir
(Zhong ve ark., 2007). Kondritin siilfat, eklem agrilarin1 hafifletici/iyilestirici 6zellik
gostermekte, dahasi romatizmal-artrit, kas-iskelet yapisinda yangisal hastaliklarin,
osteoartrit, omurgada goriilen ankylosing spondylitis gibi hastaliklarin tedavisinde fayda
saglamaktadir (Chen, 2004; Zhong ve ark., 2007). Ayrica kondritin stilfat bilesiginin, HIV
virlisiiniin neden oldugu insan bagisiklik sistemi yetmezligi hastaliginda da (AIDS) tedavi
amacl kullanilabilecegi bildirilmektedir (Conand, 2004).

Proteinin yapisindaki diisiik lisin-arjinin oraninin hipo kolestromik etkisi nedeniyle
serum ve aortadaki kolestrol seviyesini diisiirdiigii bu nedenle hiperlipidemiden rahatsiz
olanlar i¢in ideal tonik yiyecek olarak kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Sugano ve ark.,
1984; Rajamohan ve Kurup, 1997; Wen ve ark., 2010). Bundan dolayi, Stichopus hermanii
tiirli, Malezya’da hipertansiyon hastalarinin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmakta
(Fredalina ve ark., 1999), yine S. hermanii’den ekstrakte edilen eikosapentaeonik asit
(C20:5) (EPA) ve dokosaheksanoik asit (C22:6) DHA yag asitlerinin de bu baglamda
kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesine kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Fredalina

ve ark., 1999; Ridzwan, 2007).

2.2. Proteinler ve Genel Ozellikleri

Proteinler, peptid baglar1 ile kovalent olarak birbirine baglanmig amino asit
polimerleridir. Genel olarak karbon, hidrojen, oksijen, azot ve kiikiirt igeren
aminoasitlerden olusan bu makromolekiiller, bir¢ok hiicrenin kuru agirhi@inin % 50’den
fazlasin1 olusturmakta ve organizmalarin yaptig1 her iste gorev almaktadir (Campbell ve
Reece, 2002).

Proteinler yap1 ve 6zellik bakimindan sinirsiz denilebilecek kadar geside sahiptirler.
Yapilarindaki farklilik, kullanilan 20 amino asidin farkli kombinasyonlarda peptid baglar
ile birbirine eklenerek dizilimi ile gerceklesmektedir. Proteinlerin olusumu sirasinda
birbirine eklenen amino asitlerin yan zincirlerinde yer alan fonksiyonel gruplarin (R)

kimyasal yapis1 ve zincirdeki diger aminoasitler ile olusturduklar1 kimyasal baglar
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proteinin kendine has konformasyonunu olusturmaktadir.

Tim proteinler sekilleri, yapilar1 ve fonksiyonlarina gore siniflandirilmistir.
Sekillerine gore globiiler ve fibriller olmak tizere ikiye ayrilmakta; globiiler proteinler
(miyoglobin vb.), genel olarak suda ¢oziinebilen proteinler, fibriler proteinler (kolajen vb.)
ise hemen hemen suda hi¢ ¢oziinmeyen proteinlerdir. Proteinler yapisal bakimdan da basit
proteinler (albiimin, globiilin) ve konjuge proteinler (glikoproteinler, lipoproteinler) olmak
lizere yine ikiye ayrilmaktadir. Biyolojik fonksiyonlarina gore ise proteinler; yapisal
proteinler, depo proteinler, tasiyict proteinler, hormon proteinleri, kasilma (kontraktil)

proteinleri, savunma proteinleri ve enzim proteinleri seklinde ayrilmaktadir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Fonksiyonlarina gore proteinlerin siniflandirilmasi (Campbell ve Reece, 2002)

Protein Tipi Fonksiyon Ornek

Yapisal Proteinler Destek Keratin, Fibroin, Kolajen, Elastin, deri,
kikirdak, sag, tirnak

Depo Proteinler Iyon, molekiil depolamasi Ovalbumin, miyoglobin, ferritin

Tastyict Proteinler Diger bilesiklerin taginmasi Hemoglobin demir ve oksijen taginmasi

Hormon Proteinleri Organizmanin aktivitlerini organize Insiilin, kan glukoz seviyesi ayarlamasi,
etmek glukogon glikojenin yikilmasi, oksitosin,

uterus kasinin kasilmasi

Kasilma (Kontraktil) Hareket Aktin ve miyozin, kas hareketleri, sil,

Proteinleri flagella hareketleri

Savunma Proteinleri Hastalik ve etkenlerine karsi Antikorlar, bakteri ve viriislere etki eder
savunma

Enzim Proteinleri Kimyasal tepkimeleri hizlandirmak  Sindirim  enzimleri  (pepsin, tripsin)

besinlerdeki  polimerlerin  hidrolizini

katalizler

2.2.1. Su Uriinleri Proteinleri

Su riinleri proteinleri genel anlamda {i¢ baslik altinda incelenmektedir;
I) Miyofibriller proteinler; toplam protein igeriginin %350-80’ini olusturmaktadir. Bu
proteinler biiyiikk 0Olgiide kasilma proteinleri olarak adlandirilan, miyozin, aktin,
tropomiyozin ve troponin (C, I ve T)’den olusmaktadir (Shahidi, 1994; Ninan, 2003).
i) Sarkoplazmik proteinler; %20-30 oraninda en fazla bulunan ikinci protein gurubudur.
Bu proteinler, hemoglobin, miyoglobin, parvalbumin ve calmodulin gibi depolama-tagima
gorevlerinde yer alan en az 500 farkli protein tiiriinii ihtiva etmektedir. Su {iriinlerinde

bulunan enzimler de biiyiik 6l¢lide bu protein smifinda yer almaktadir (Ninan, 2003;



Lanier ve ark., 2003). iii) Stroma proteinler; bu proteinler canlinin tiiriine gére degismekle
beraber genel olarak toplam proteinlerin % 3-20’sini olusturmaktadir. Yapisal proteinlerin
bulundugu bu protein grubu biiyiik 6l¢iide kolajenden olusmaktadir (Kristinsson ve Rasco,
2000; Shahidi, 1994; Xiong, 2004).

Su iiriinlerindeki protein cesidi, tiirlere gore cok degisken olabilmektedir. Ornegin
pelajik baliklarda miyofibriller proteinler % 50 ilizerinde bulunurken, stroma proteinler
toplam proteinin ez fazla % 10 kadarini olusturmakdir. Ozellikle kemikli baliklarda bu
oran % 3’e kadar diismektedir. Yumusakgalarda ise, kolajen miktar1 % 11-15 civarinda
olup, baliklardan daha fazla bulunabilmektedir (Kolodziejska ve ark., 1987). Onemli bir
yumusakca tiirii olan kalamarda miyofibriller proteinlerden paramiyozin ve aktinin
olusturduklart coil yapi (toplam proteinin %51-58’1), kolajen (%11) ile desteklenerek,
birka¢ katman halinde bu canlinin kendine 6zgii olan manto yapisini ve toplam proteinin
biiyiik kismin1 olusturmaktadir (Thanonkaew ve ark., 2006). Ayn1 sekilde ahtapot ve siibye
gibi canlilarda benzer yapr bulunmakta, ancak mantonun renk degisimi s6z konusu
oldugunda sarkoplazmik proteinler de (%30’den fazlasi) bu yapilarda yer almaktadir.
Kabuklu su tiriinlerinde ise, kitin destekli hareket kabiliyeti olmasindan dolayi, kas ve
destek proteinleri balik ve yumusakgalara gore daha az, sarkoplazmik proteinler ise daha
fazla bulunmaktadir (Kristinsson ve Rasco, 2000; Benjakul ve Sutthipan, 2009; Belitz ve
ark., 2009). Bu canlilarda miyofibriller protein miktar1 adiiktér kaslarin miktari ile alakali
olup, paramiyozin, miyozin ve aktinden olusan miyofibriller proteinlerin miktart % 5-10,
bisus iplikleri, operkulum ve ayakgiklarda yogunlagan kolajen miktari ise % 8-10 oraninda
bulunmaktadir (Watabe ve ark., 1986; Benjakul ve Sutthipan, 2009). Bu oranlar, canli
i¢inde farkli organlarda da degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin yapilan bir ¢alisma da,
sert ve yumusak kabuklu yengec tiirlerindeki sarkoplazmik proteinler, miyofibriller
proteinlerin yaklagik ii¢ kati kadar fazla miktarda bulunmus olup, sarkoplazmik
proteinlerin kaslardaki miktarinin %78 oranina ulastigi, kiskaglarda ise % 44 seviyelerinde
oldugu rapor edilmistir (Benjakul ve Sutthipan, 2009). Baska bir ¢alismada ise bir midye
tiiriiniin (Paphia undulate) protein iceriginin % 45 miyofibriller protein, %31 sarkoplazmik
protein ve % 20 stroma proteinlerden olustugu rapor edilmistir (He ve ark., 2013).
Derisidikenlilerde bulunan proteinlerin dagilimi ise diger su canlilarima gore daha ¢ok
varyasyona sahiptir. Ornegin, deniz kestanesi ve deniz yildiz1 gibi sert kabuklar1 bulunan
dersidikenlilerde miyofibriller ve stroma proteinler diisiik miktarlarda bulunmaktadir.
Bunlarin yerine, karbohidrat ve minerallerin spesifik olarak bulundugu proteinler kabuk

kisimlarinda yer alirken, viicut agirligmin %10’u kadar olan gonadlarda sarkoplazmik
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proteinler yiiksek miktarda bulunmaktadir (Ameye ve ark., 2001; Brooks and Wessel,
2002). Deniz hiyarlar ise diger deniz canlilarinin genelinden farkli olarak yiiksek miktarda
kolajen icermektedir. Deniz hiyarlarinin viicut duvarlarinda bulunan proteinlerin %70’
kolajenden olusmakta, geriye kalan %30’luk kisimda ise miyofibriller proteinlerden,
paramiyozin, miyozin, aktin ve bazi sarkoplazmik proteinler bulunmaktadir (Mourdo ve

ark., 1996; Saito ve ark., 2002; Wu ve ark., 2013)

2.2.2. Proteinlerin Hidrolizasyonu ve Ekstraksiyonu

2.2.2.1. Protein Hidrolizasyonu

Protein hidrolizi, proteini olusturan amino asit ve peptidlerin aralarinda bulunan
peptid baglarinin su girisi ile kirilmasi islemine denilmektedir. Protein hidrolizasyonu,
kimyasal ve biyokimyasal olmak {iizere iki sekilde gerceklesmektedir. Kimyasal olarak,
asidik veya alkali, biyokimyasal olarak ise, enzimatik yollar ile proteinler hidrolize
edilebilmektedir.

Uzun peptid

Jolololof

[ Hidroliz isleminde kirilan her bir } //‘"‘

bag icin su moleklii eklenir

000 e® ' @@~

Daha kisa peptid Amino asit

Sekil 2.4. Proteinlerin pargalarina ayrismasindan sorumlu hidroliz islemi (Campbell ve

Reece, 2002)

Asidik hidrolizasyon; Proteinlerin asidik hidrolizasyonu derisik asit ¢ozeltileri ile
gerceklestirilmektedir. Geleneksel olarak asidik hidrolizasyonda, hidroklorik asit (HCI)
kullanilmakta bunun yaninda siilfirik asit (H2SOa), propionik asit (CsHsO) ve asetik asit
(CH3COOH) de kullanilabilmektedir. Islem, protein substratinin 110°C’de 6 M HCl iginde
20-24 saat boyunca bekletilmesi ile gerceklestirilmektedir (Hirs ve ark., 1954; Blackburn,
1978). Asidik hidrolizasyon genel olarak laboratuvar ortaminda proteinlerin amino asit

dizilerinin belirlenmesinde veya atiklarin geri donilisim niteli§inde giibre olarak
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degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Kristinsson ve Rasco, 2000). Gida ve diger
endiistrilerde asidik hidrolizasyonun kullanim1 ¢ok yaygin degildir. Bunun nedeni, en basta
bazi amino asitlerin tamamen yikilmasi, asidik ¢ozeltinin tamamen uzaklastirilmasindaki
giiclik ve elde edilen hidrolizatin duyusal olarak (tat ve koku) kotii kalitede olmasi
seklinde ifade edilmektedir. Ornegin triptofan tamamen, tirozin kismen yikimlanirken,
sistein ve serin aminoasitleri ise bliyiik dl¢lide kayiplar vermektedir. Bu sekilde asidik
hidroliz isleminde gerceklesen kayiplarin %5-10 oldugu belirtilmektedir (Ozols, 1990).

Alkali hidrolizasyon; Alkali hidrolizasyonu derisik bazik ¢06zeltiler ile
gerceklestirilmektedir. Ozellikle protein substratinin fazla miktarda karbohidrat igerdigi ve
farmakolojik protein soliisyonlarinda monosakkaritlerin bulunmasi durumunda yaygin
olarak kullanilan alkali hidrolizasyonu, genel olarak sodyum hidroksit (NaOH), potasyum
hidroksit (KOH) ve nadir olarak baryum hidroksit (BaOH) ile gergeklestirilmektedir
(Blackburn, 1983; Fountoulakis ve Lahm, 1998). Alkali hidrolizasyonu, genellikle niikleik
asit caligmalarinda (McIntyre ve Stark, 1988; Kim ve Lidstorm, 1989) ve ilgi duyulan
molekiillerin serbest birakilmasi i¢in substratta yer alan diger safsizliklarin (karbohidrat,
yag vb.) elimine edilmesi amaciyla tercih edilmektedir. Alkali hidrolizasyonda asidik
hidrolizasyonda ki gibi triptofan tamamen yikimlanmasa da, % 10 gibi ¢ok diisiik miktarda
geri kazanimi elde edilmektedir. Bununla birlikte alkali hidrolizasyonun en biiyiik
dezavantaji; serin, treonin, arjinin ve sisteinin tamamen yok olmasi (Fountoulakis ve
Lahm, 1998), lisinoalanin yada lanthionin gibi alisik olunmayan aminoasit rezidiilerinin
olusmasidir (Provansal ve ark., 1975). Ozellikle bu rezidiiler nedeniyle, gida ve diger
endiistrilerde alkali hidrolizatlarinin kullanimi pek yaygin degildir.

Enzimatik Hidrolizasyon; Enzimatik protein hidrolizasyonu arzu edilen peptidlerin
ve karakteristik amino asitlerin elde edilmesi amaciyla, genellikle spesifik proteaz
enzimleri ile gergeklestirilen hidrolizasyon islemidir. Asidik ve alkali hidrolizasyona gore
kayiplarin yasanmamasi ve hidrolizasyon sonrasi lisinoalanin gibi istenmeyen rezidiilerin
olmamasi, elde edilen hidrolizatin dogal igerikte olmasindan dolay1r énemli bir avantaja
sahip olan enzimatik hidrolizasyon, gida ve diger endiistrilerde siklikla tercih edilmektedir.
Diger taraftan asidik ve alkali hidrolizasyonda kolayca ayarlanan hidrolizasyon sartlari,
enzimatik hidrolizasyonda kullanilan enzimin optimum calisma kosullarinin ayarlanmasi
acisindan biraz daha ayrintili uygulamalar igeren bir islemdir.

Enzimatik hidroliz genellikle, proteinlerin fonksiyonel ve besleyici dzelliklerinin iist
diizeyde ortaya cikarilmasi amaciyla kullanilmaktadir (Kristinsson ve Rasco, 2000). Bu

islemin arzu edilen sekilde gergeklesebilmesi i¢in, kullanilan enzimin c¢alismasinda
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optimum pH, sicaklik ve substrat-enzim oranmin saglanmasi1 gerekmektedir. Enzimatik
hidrolizasyon sonrasinda elde edilen hidrolizatlarin amino asit kompozisyonlar1 baslangi¢
substratina benzer sekilde kalmaktadir (Clemente ve ark., 1999). Bunun yaninda,
enzimatik hidrolizasyon sonrasi elde edilen protein hidrolizatlari, artan ¢oziiniirliik, 1s1
dayanikliligi ve bir ¢ok faktdriin (pH, metal iyonlar1 vb.) etkisiyle gerceklesebilecek
cokelmelere karst daha direngli hale gelmekte ve dolayisiyla, {rliniin endistriyel
kullanimin1 miimkiin kilmaktadir (Fox ve ark., 1982).

Enzimatik  protein  hidrolizasyonlari,  proteinaz  enzimleri  araciligiyla
gerceklesmektedir. Proteinazlar elde edildigi kaynaklara (hayvan, bitki, mikroorganizma),
katalitik aksiyonlarina (endoproteinaz, eksoproteinaz) ve katalize ettigi bolgenin dogasina
gore siniflandirilmaktadir. Gida endiistrisinde uygulamalarda yer bulan baz1 enzimler, bu

enzimlerin kaynaklari ve hidrolizasyon 6zellikleri Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Gida endiistrisinde uygulama alani bulan bazi enzimler ve 6zellikleri (Adler-
Nissen, 1993)

Proteaz Tipi Kaynagi Genel ve Optimum  Oncelikli Spesifikligi
Ticari Adi  pH aralig1

Serin Proteazlar Sigir / domuz Tripsin pH 7-9 Lisin- , Arj-COOH
pankreast Kimotripsin ~ pH 8-9 Fenilalanin-, Tirozin, Triptofan-
COOH
Bacillus sp. Alkalaz pH 6-10 Genis aralik, hidrofobik-COOH
Esperaz Genigs aralik, hidrofobik-COOH
Sistein Proteazlar  Papaya latex Papain pH5-8 Genis aralik, hidrofobik-COOH
Pineapple stem  Bromelain pH 5-8 Genis aralik, hidrofobik-COOH
Aspartik Si1gir/domuz Pepsin pH 1-4 Genellikle hidrofobik-COOH
Proteazlar ve NH;
Metalloproteaz Bacillus sp. Notraz pH 6-8 Losin-, Fenialanin-NH;

Proteolitik enzimler hidrolizasyon mekanizmasina gore endopeptidaz ve eksoproteaz
olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Clemente, 2000). Endopeptidazlar, proteindeki peptid
baglarin1 gdrece olarak biiylik peptidler olustaracak sekilde rastgele veya oncelikli
spesifikli bolgelerden parcalamakta iken, eksoproteazlar peptid zincirlerinin N ve C
terminallerindeki amino asitleri koparmak suretiyle hidrolizayonu gerceklestirmektedir
(Clemente, 2000). Proteinlerin hidrolizasyonunda bu enzim gruplar1 tek baglaria

kullanilabilecegi gibi kombin olarak da kullanilabilmektedir. Burada ©nemli olan
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proteazlarin aktif bolgeleri ve elde edilecek hidrolizatin hangi o6zelliklerde olmast
istendigidir. Kullanilan proteaz enzimlerinin aktif bolgeleri, substratlarin  nasil
baglanacagimi ifade etmekte ve bu da enzimin spesifikligi olarak ifade edilmektedir
(Hedstrom, 2010). Her enzimin aktif oldugu bolge farkli amino asitler ile eslesmekte,
dolayisiyla elde edilen hidrolizat igerisinde bulunan hidrolize peptid parcalarinin hangi
rezidiiler bakimindan zengin oldugu da tahmin edilebilmektedir (Tavano, 2013). Bu
sekilde arzu edilen hidrolizat muhteviyetina gore kullanilacak enzim i¢in en uygun se¢im
yapilmaktadir.

Enzimatik hidrolizasyonu etkileyen faktorler; Proteinlerin enzimatik hidrolizasyonu,
dogrudan enzim aktivitesini etkileyen faktorlere bagli olup, verimliligi baslica; substrat,
pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu ve siireden etkilemektedir
(Goziikara, 1994). Bu faktorlerin ayarlanmasi ile gergeklestirilen hidrolizasyon igleminin
sonunda hidrolizasyon derecesi belirlenmektedir. Hidrolizasyon derecesi basit olarak birim
zamanda kirilan peptid bagr sayisinin  yiizde orami olarak tanimlanmakta ve
hidrolizatlardaki ¢6ziinebilen protein ve peptid miktarlarinin ¢esitli yollarla tespiti sonucu
belirlenmektedir (Rutherfurd, 2010). Hidrolizasyon derecesinin oranina gore, enzim-
substrat orani, sicaklik ve hidrolizasyon siiresi optimum diizeye getirilmektedir.

pH; protein hidrolizasyonu amaciyla kullanilan enzimin reaksiyon hizi farkl
hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. En etkin oldugu pH
derecesine optimum pH denilmekte ve optimum pH’dan uzaklasildik¢a enzim aktivitesi
azalarak hidrolizasyon yavaslamaktadir (Mateo ve ark., 2007). Her proteazin farkli
optimum c¢alima pH’s1 bulunmaktadir (Cizelge 2.2). Enzimlerin etkin halde ¢alismasini
saglamak amaciyla optimum pH’ya ayarlanan tamponlar kullanilmaktadir. Bu tamponlar,
hidrojen iyonu degisimine direncli olduklar1 i¢in hidrolizasyon siiresince pH’y1 arzu edilen
seviyede tutmaktadir (Mateo ve ark., 2007).

Sicaklik; Enzimler de birer protein olduklari igin, bazi termofilik organizma
enzimleri (Tag polimeraz) haricinde, genel olarak denatiire olmadiklar1 sicakliklarda
caligmaktadir. Hayvansal kaynakli enzimlerin optimum calisma sicakligi 40 - 50 °C’lerde
iken bitkisel kaynakli enzimlerde sicaklik 50 - 60 °C’yi bulmaktadir (Goziikara, 1994).
Enzim reaksiyon hizi, sicaklik artisiyla (optimum sicakliklara kadar) orantili artis
gostermekte ve genelde 10 °C’lik bir 1s1 artisiyla enzim ¢alisma hizinin 1 - 3 misli arttig
ifade edilmektedir (Goziikara, 1994).

Enzim-Substrat konsantrasyonu; Protein hidrolizasyonunda kullanilan enzimin yeteri

kadar substrata doyurulmasi, enzim ¢alisma hizini, dolayisiyla hidrolizasyon derecesini
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artirmaktadir (Guerard ve ark., 2001). Substratin fazla oldugu hidrolizasyon isleminde
baslangicta logiritmik artigla hidrolizasyon geceklesmekte ancak, enzim subrat
doygunluguna ulasildiginda ise reaksiyon hizi degismeden devam etmektedir (Mannheim
ve Cheryan, 1990; Geurard ve ark.,, 2001). Yeteri miktarda subsrat veya enzim
konsatrasyonu ayarlanamadigi durumlarda ise hidrolizasyon islemi siireye de bagl olarak
kismi derecede ger¢eklesmektedir (Mannheim ve Cheryan, 1990).

Stire; Hidrolizasyon islemi baslangicindan itibaren enzimler optimum kosullar
saglandiginda maksimum reaksiyon hizinda calismaktadir. Dolayisiyla subsrat miktar
yeterli ise, siire arttik¢a hidrolizasyon derecesi de artmaktadir (Ovissipour ve ark., 2009).
Bir proteinin hidrolize edilmesi i¢in gerekli olan siire, hidrolizasyon derecesine gore

belirlenmektedir.

2.2.2.2. Protein ekstraktlari

Protein ekstrakti, proteinlerin hidrolizasyonu haricindeki islemlerle, doku igerisinde
birlesik halde bulundugu yaglardan, karbohidratlardan ve sudan ayrilmasi ile elde
edilmektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000). Bu nedenle genel olarak, su iiriinlerinde
proteinlerin  safsizliklardan arindirilmasi  veya  konsantre  edilmesi amaciyla
uygulanmaktadir (Kristinsson ve Rasco, 2000). Elde edilmesinde, farkli ¢oziicii
kimyasallar ile muamele, molekiil agirhigma gore ayristirma, asit-baz ile ¢oktiirme,
kurutma ve filtreleme gibi islemlerden faydalanilmaktadir (Dubrow ve ark., 1973;
Venugopal ve ark., 1996). Glintimiizde, ¢ok cesitli bitkisel ve hayvansal kaynaklardan
protein ekstraktlar1 elde edilebilmekte, su iiriinlerinde ise daha ¢ok balik, balik atiklar1 ve
degersiz kabuklular protein ekstrakti amaciyla muamele edilmektedir (Kristinsson ve
Rasco, 2000).

Coziicli ekstraksiyonu yonteminde, daha c¢ok etilen diklorit ile birlikte isopropanol
velveya azeotropik ekstraksiyon kullanilmakta, yagdan arindirma iglemlerinin etkin oldugu
bu yontemde elde edilen protein ekstraktinin yiiksek biyolojik degere sahip, kokusuz,
renksiz ve % 1’den daha az yag igerdigi ifade edilmektedir (Hale, 1972; Sikorski ve
Naczk, 1981). Coziicii ekstraksiyonu ile elde edilen protein ekstraktinin, ¢oziiniirliigiin az
olmasi ve gida sistemlerinde diisiik emiilsiyon aktivitesi gibi dezavantajlart bulunmaktadir
(Venugopal ve ark., 1996). Bununla beraber yiiksek miktarda yag igeren, sardalya, ringa ve
capelin gibi pelajik deniz baliklarindan yag miktar1 az olan protein ekstraksiyonu (¢6zgen)
basarili bir sekilde gergeklestirilmekte ve tercih edilmektedir (Moorjani ve ark., 1968).

Su irlnlerine uygulanan ¢o6ziicii ekstraksiyon islemi, ekstrakt {retiminde
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kullanilabildigi gibi, hidrolizasyonda {iiriin kalitesinin artirilmasi amactyla, 6n islem olarak
da uygulanabilmektedir. Ozellikle yagli baliklarin isopropanol ve absolut ethanol
cOzgenleri ile ektraksiyonu sonucu elde edilen iirliniin, enzimatik protein hidrolizi i¢in
miikkemmel bir protein substrati oldugu ifade edilmektedir (Quaglia ve Orban, 1987; Hoyle
ve Merritt, 1994). Yani proteinlerin ekstrakte edildikten sonra hidrolize edilmesi ile,
oldukga kaliteli ve iyi 6zelliklere sahip hidrolizatlar elde edilebilmektedir (Kristinsson ve
Rasco, 2000). Ornegin balik proteinlerinin fonksiyonel &zelliklerinden faydalanilarak
tiretilen hamburger etlerinde baliks1 kokunun mevcut olabildigi (Kristinsson ve Rasco,
2000), hidrolizat 6ncesi protein ektraksiyonu yapilmasi sonucu ise, iiriinde olusan baliks1
koku ve aciligin giderilebildigi tespit edilmistir (Hale, 1972; Hoyle ve Merritt, 1994).
Dolayistyla su tiriinlerinde protein ekstraksiyonu, proteinlerin konsantre edilmesi ve
proteinin yag gibi safsizliklardan arindirilmasi amaciyla kullanilmakta, ayni zamanda
degersiz proteinli iirlinlerin spesifik amagh degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.
Proteinlerin fonksiyonel ve biyoaktif 6zelliklerinin arastirilmasinda, peptid eldesi igin
enzimatik hidrolizasyonlara substrat iiretimi konusunda da ektrakt iiretiminden

faydalanilmaktadir.

2.2.2.3. Kolajen ve Hidrolizatlar:

Su iriinlerinde ekstrakte edilen en 6nemli protein tiirevleri kolajen ve jelatindir.
Yapisal protein siniflandirmasinda fibriler protein olarak bilinen kolajen; deri, bag doku,
eklem, kemik, kas, tendon, tirnak, sa¢ gibi dokularin dayanikliligini ve esnekligini
saglamaktadir. Omurgali canlilarin % 30 (Lullo ve ark., 2002), deniz hiyar1 gibi omurgasiz
canlilarda ise toplam proteinin %50’den fazlasini olusturmaktadir (Saito ve ark., 2002).
Bugiine kadar 27 farkli tipi tespit edilmis olan kolajenin omurgali canlilarda en fazla
bulunan tirii Tip I (Lullo ve ark., 2002), omurgasizlarda ise Tip I ve II oldugu
belirtilmektedir (Cizelge 2.3) (Saito ve ark., 2002; Schrieber ve Gareis, 2007).

Kolajen molekiilleri {i¢ adet o-zincirlerinin i¢ ice geg¢mesiyle olusan triple helix
seklinde ii¢ boyutlu yapidadir (TE Nijenhuis, 1997). Uc adet a-zinciri saat yoniiniin tersine
yonelmek suretiyle birbirine dolanarak yaklasik 10°kDa molekiiler agirhiginda ve 300 nm
uzunlugunda bir triple-heliks olusturmaktadir (Papon ve ark., 2007). Triple heliksler igsel
hidrojen baglar1 ile oldukc¢a stabil durumda bulunmaktadir. Kolajen denatiirasyonu
hidrojen baglarinin kopmasina neden olarak zincirlerin kismi yada tam olarak birbirinden
ayrilmasina neden olmakta, bu durum triple-heliks konformasyonunun tamamen

bozulmasina ve sonrasinda denatiirasyonun olusmasina neden olmaktadir.
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Cizelge 2.3. Kolajenin Siiflandirilmasi (Schrieber ve Gareis, 2007)

Tip Tanimlama

Tip 1 Bu tip genellikle, deri, kemik ve tendon gibi bag dokularda yaygin
bulunur

Tip Bu tip kikirdak pratik olacak sadece kikirdak dokusunda bulunur

Tip M1 Bu tip yasa bagl cok gen¢ deri % 50’ye kadar bulunmakta ancak

zaman bagl olarak % 5 - 10’a kadar azalabilmektedir.
Diger Tipler | Diger tip kolajenler ¢ok diisiik miktarlarda bulunmakla beraber

genellikle bulundugu organ veya dokuya 6zgli durumdadir

Kolajenin kismi hidrolizi ile elde edilen jelatin ise, en ¢ok bilinen kolajen tiirevi
proteindir. Jelatin dogal bulunan bir protein degildir, ancak deri, kemik ve bag dokularda
bulunan kolajenin kismi hidrolizi ile elde edilebilmektedir. Jelatinin tiretiminde kolajenin
izole edilmesine gerek kalmadan, dokularin direkt asit ve alkali soliisyonlarla muamele
edilmesi ile ¢apraz baglarin kismi olarak kirilmasi sonucu jelatin elde edilebilmektedir
(Schrieber ve Gareis, 2007). Endiistride kullanilan jelatinler, kolajenlerin bu sekilde
denatiirasyonu sonucu kirilarak helix yapilarindan ayrilan, a-zincirleri (bir polimer zincir),
B-zincirleri (kovalent bag ile ¢apraz baglanmis iki adet a-zincir) ve y-zincirleri (kovalent
bag ile ¢apraz baglanmis ii¢ adet a-zinciri)’nin karisimlarindan olugmaktadir (Papon ve
ark., 2007).

2.3. Proteinlerin Fonksiyonel ve Biyoaktif Ozellikleri

2.3.1. Fonksiyonel Ozellikler

Fonksiyonel o&zellikler, proteinlerin endiistriyel alanda kullanilabilmesine olanak
saglayan tiiketim, depolama, isleme ve hazirlama asamalarinda gida sistemlerindeki
davraniglarin1 etkileyen fizikokimyasal Ozellikleri ifade etmektedir (Kindsella, 1979).
Fonksiyonel Ozellikler sadece son iirlinlerin kalitesini belirlemede onemli degil, ayni
zamanda, pisirme, kesme, dilimleme, paketleme gibi isleme aktivitelerinde 6nem arz
etmektedir (Gildberg, 1993).

Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri ¢ok ¢esitlidir; bunlar, basit hidrasyon, jellesme ve
yiizey karakteristigi ile ilgili 6zelliklerdir. Basit hidrasyon 6zellikleri; sisme ve ¢oziiniirliik,
jellesme egilimine bagli fonksiyonel 6zellikler; jel olusturma, kivamlagma, tektstiire etme

ve su tutma kapasitesi, Yiizey 6zelliklerine gore fonksiyonel 6zellikleri ise emiilsiyon ve
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koplik olusturma, stabilizator, yapigsma, bag kurma ve film olusturma 6zellikleri seklinde

tanimlanmaktadir (Schrieber ve Gareis, 2007).

2.3.1.1. Coziiniirliik

Protein ¢Oziintlirliigii, ©zel kosullarda ¢oziinebilen nitrojenin  oranm1  olarak
tanimlanmaktadir (Zayas, 1997). Diger bir ifadeyle, ornek i¢indeki proteinden soliisyona
¢oziinen protein miktarna ¢oziniirlik denilmektedir. Proteinlerin  deneysel veya
endiistriyel kullanimi i¢in elde edilme asamasinda ¢oziiniirliik diizeyi, genelde kriter olarak
ele alinmakta, suda kismen veya tamamen ¢ozlinen proteinler endiistride daha ¢ok tercih
edilmektedir (Kinsella, 1979). Diger taraftan emiilsiyon ve kopiirme gibi diger fonksiyonel
ozelliklerle de direkt alakali olan ¢oziiniirliik, fonksiyonel 6zellikler arasinda en 6nemli
parametre olarak ifade edilmektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000).

Protein ¢Oziliniirliigiine yapisal olarak, amino asit kompozisyonu ve dizilimi,
proteinin molekiil agirlig: ile konformasyonu, polar ve apolar amino gruplarin igerigi etki
etmekte, ¢evresel faktorlerden ise, iyonik kuvvet, ¢6ziiciiniin tipi, pH, sicaklik ve isleme
ozellikleri ¢oziiniirliik diizeyinde rol oynamaktadir (Kinsella, 1979; Zayas, 1997). Tiim bu
etkenler arasinda, protein ve c¢oziicii arasindaki hidrofobik ve iyonik interaksiyonlar
¢oziintrligl etkileyen en 6nemli parametreler olarak bilinmektedir (Krisrinsson ve Rasco,
2000). Hidrofobik etkilesimler protein-protein arasinda etkili olarak ¢oziiniirligii
diistirmekte, iyonik etkilesimler ise protein-¢oziicii arasinda elektron degisimi ile bag
kurma temeline dayanarak, ¢oziiniirliigii artirmaktadir. Kolajen gibi fibriler proteinlerin
¢cOziinlirligli ise diger proteinlerden daha zor olmakta, ¢cok genis pH araliginda dahi
oldukea diisiik diizeyde ¢oziiniirliik gerceklesmektedir. Bunun i¢in, farkli ¢6zgen kullanimi

veya proteinlerin hidrolizasyonu ile de ¢oziiniirliigiin artirilmasi yoluna gidilmektedir.

2.3.1.2. Nem Cekme-Tutma Kapasitesi

Proteinlerin su ile etkilesimleri, su hidrasyonu ve tutmasi, su baglama ve su (nem)
cekme-tutma gibi terimler kullanilarak incelenmektedir. Bunlar arasinda su tutma
kapasitesi en fazla bilineni olup basit olarak proteinin suyu fiziksel olarak yercekimine
karst tutmasi olarak tanimlanmaktadir (Kindsella, 1979). Gida sistemlerinde bu 6zellik
genellikle vizkozite ile alakali olup, pH, iyonik kuvvet ve sicaklik ile degisim
gostermektedir (Kindsella, 1979). Ancak, nem ¢ekme kabiliyeti, kuru proteinin belirli bagil
neme sahip ortamdaki suyun bir kisminmi1 ¢ekerek ortam ve protein arasinda dengeye

gelmesi olarak tanimlanmakta ve daha ¢ok proteinin molekiil 6zellikleri ile degismektedir
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(Kindsella,1979). Nem tutma ise, suyu biinyesine alan protein 6rneginin, aldig1r bu suyu
belirli ortam kosullarda biinyesinde tutabilme siiresi olarak tanimlanmaktadir (Xiong,
2005; Sun ve ark., 2006).

Su ve protein interaksiyonu, proteinlerin 6nemli bir fonksiyonel 6zelligi olarak kabul
gormektedir. Suyun salinmasina karsi gosterilen direng olan su tutma Kkapasitesi, gida
endistrisinde iriinlerin tekstiir, renk ve duyusal Ozelliklerine etki etmesinden dolay1
onemli bir faktordiir (vanLaack ve ark., 1994; Joo ve ark., 1999; Xiong, 2005). Gidanin,
sululuk, yumusaklik diizeyi ve depolamadaki dayanikliliginin nem tutma 6zelligi ile alakali
oldugu ifade edilmektedir (Zayas, 1997). Ozellikle et endiistrisinde nem tutma 6zelligi iyi
olan bazi kimyasal maddeler (sodyum Kklorit, sodyum fosfat, sodyum laktat, polisakkarit
sakizlar) ve dogal proteinler (bugday ve soya protein ekstrakti) enjekte edilen suyun
tutulmas: amaciyla (Xiong, 2005) ve sporcu igeceklerinde viicut sivi kaybinin dnlemesi
amaciyla kullanilabilmektedir (Seifert ve ark., 2006). Su iriinleri kaynakli nem ¢ekme-
tutma kapasitesine sahip olan protein tiirevleri de mevcuttur. Bunlar arasinda, kabuklu su
iriinlerinden iiretilen Hyalurnic asit, nem ¢ekme-tutma kapasitesinin iyi olmasi nedeniyle

kozmetik sanayiinde kullanilan 6nemli bir 6rnektir (Sun ve ark., 2006).

2.3.1.3. Emiilsiyon Ozelligi

Emiilsiyon, proteinlerin yag ile homojenizasyonu sonrasinda soliisyon igerisinde
olusan yag damlalarinin, yiizey kismina absorplanarak bu damlalarinin tekrar birlesmesinin
onlenmesi olarak tanimlanmaktadir (Demetriades ve ark., 1997). Proteinlerin emiilsiyon
ozelligi yiizey aktif olmalart ile ilgili olup, molekiiliin yan zincirlerindeki ytiklii gruplarin
varlig1 ve molekiiliin hidrofilik veya hidrofobik 6zelligi ile bunlarin dizilimine bagli olarak
degismektedir (Damodaran, 1996). Proteinlerin, hidrofobik kisimlar1 yag fazinda,
hidrofilik kisimlar ise su iginde ¢oziinerek aktif olurlar. Dolayisiyla emiilsiyon 6zelligi
proteinlerin ¢ozinirligi ile dogrudan alakali olmaktadir. Hidrofobik ve hidrofilik amino
asit gruplari, yiizey boyunca go¢ etme egilimindedir. Bunlarin hareketlilikleri pH degerine
gore de degisiklik gosterebilmektedir. Coziiniirliigli artiran etkenler ayni zamanda
emiilsiyon 6zelligini de artirmakta, bunlarin basinda ise proteinlerin molekiil biyiikliikleri
ve yapisal konformasyonunun bozulmasi (proteinlerin 3. ve 4. yapisinin bozulmasi)
faktorleri gelmektedir (Damodaran, 1996). Bu nedenle gida sistemlerinde kullanilacak
emiilsiyon 6zelligi iyi proteinler arasinda, enzimatik hidrolizasyon ile elde edilen hidrolizat
ve peptidler tercih edilmektedir.

Yiizey aktif proteinlerde arzu edilen {li¢ Ozellik vardir. Bunlar; emiilsiyon gibi
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sistemlerde olusan arayiizlerde hizla emilmek (yag-su arasina hizla etkilesime girmek),
emildigi arayiizde bulunan molekiilleri yonlendirebilmek ve bu arayiize girerek baglandigi
molekiillerden, sicaklik ve diger fiziksel etkiler ile kolayca uzaklasmamak, olarak ifade
edilmektedir (Damodaran, 1996; Krisstinsson ve Rasco, 2000). Biyiikk protein
molekiillerine nazaran, polipeptidlerin ve peptidlerin bu arayiizeylere girmesi ve girdigi
arayilizeyde natiirel proteinlere gore daha aktif uglarinin olmasindan dolayi, proteinlerin
hidrolize formlar1 daha iyi emiilsiyon 6zellik gostermektedir (Damodaran, 1996). Daha
kiiglik peptidler biiyiik molekiillere gore, olusan arayiizeylerde hizli etkilesime girmekte ve
emilmektedir. Ancak, bu emilme ve etkilesim daha hizli bozulabilmektedir (Turgeon ve
ark., 1991). Dolayisiyla hidrolizatlarin, hidrolizasyon derecesinin, en hizli arayiizey
olusturacak ve en uzun dayaniklihiga sahip peptit olusumunu saglayacak sekilde

ayarlanmasi gerektigi ifade edilmektedir (Turgeon ve ark., 1991; Mahmoud, 1994).

2.3.1.4. Képiirme Ozelligi

Proteinlerin stabil kopiik olusturma 6zellikleri, gesitli gidalarin {iretiminde biiyiik
oneme sahiptir. Kopiik, hava kabarciklarinin daimi olarak yapraks: faz olarak tanimlanan
ince bir sivi tabaka ile ayrismasindan olusan iki fazli sistem olarak tanimlanmaktadir
(Zayas, 1997). Gida kopiikleri genellikle ¢ok kompleks sistemler olup, igeriginde gaz, sivi,
kati ve stirfaktanlarin karigimini barindirmaktadir (Kinsella, 1979).

Hava kabarciklarinin boyut dagilimi, kopiik iiriinlerinin goriinligiinii ve tekstiirel
ozelliklerini etkilemektedir. Ornegin kii¢iik hava kabarciklari, gidaya parlaklik ve
puriizsiizlik kazandirmakta, biliylik hava kabarciklar1 ise diisiik dayanikliliga sahip
olmasindan dolay1 duyusal kalitenin korunmasinda yetersiz kalabilmektedir (Du ve ark.,
2003). Endiistride en yaygin kullanilan protein kopiik ajanlari, yumurta beyazi, jelatin,
kazein, diger siit proteinleri, soya proteinleri ve gliiten olarak bilinmektedir (Zayas, 1997).

Kopiik olusumunda {i¢ asama mevcuttur. Bu asamalarin ilkinde, ¢6ziinen proteinler
ylizey gerilimini azaltmak i¢in hava-su ortak yiizeyini pargalar, ikinci olarak proteinler
kutup kisimlarinin suya yonelimiyle araylizeyden agilir; agilma sonucunda sulu ve sulu
olmayan faz gruplarinin (hidrofilik-hidrofobik) ayrismalar1 gergeklesir. Ugiincii asamada
ise, polipeptidler kismi denatiirasyon ve koagiilasyon ile kabarciklarin itizerinde film
tabakasi olusturarak yiizeyi kaplarlar. Daha sonrasinda ise proteinler, hizli olusan
araylizeyde adsorblanir ve kabarciklar etrafinda sabit film tabakas1 olusturarak, proteinlerin

koplirme islemini tamamlamis olurlar (Kristinsson ve Rasco, 2000).
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2.3.2. Biyoaktif Ozellikler

2.3.2.1. Antioksidan Aktivite

Oksidasyon, bir molekiil veya atomun, elektron kaybederek ya da kimyasal
reaksiyonlara karsi aktif olan serbest radikaller tarafindan ylikseltgenmesi neticesinde,
pozitif yiiklii konuma gelmesine denilmektedir. Oksidasyondan sorumlu serbest radikaller,
biyolojik sistemde, oksijen, nitrojen ve siilfiir molekiillerinden tiiremekte olup, reaktif
oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve reaktif siilfiir tiirleri olarak
siniflandirilmaktadir (Li ve ark., 2010). Serbest oksijen tiirleri oksidasyondan sorumlu en
onemli grup olup, siiperoksit anyon (O27), perhidroksil radikal (HO2), hidroksil radikal
(*OH), nitrik oksit ve hidrojen peroksit (H202) gibi diger gruplara ayrilmaktadir. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS) hiicresel metabolizma ve fonksiyonel aktiviteler sirasinda ortaya
cikmakta ve hiicre sinyallesmesi, apoptosis, gen ekspresyonu ve iyon taginmasinda énemli
gorev Ustlenmektedir (Vajragupta ve ark., 2004).

Ancak, reaktif ve kiiciik molekiil yapisinda olduklarindan asir1 miktarda tretilen
ROS’un, proteinler, lipidler, RNA ve DNA gibi molekiillere zararli etkileri olabilmektedir
(Lt ve ark., 2010). ROS, niikleik asit bolgelerine, proteinlerde bulunan aminoasitlerin yan
zincirlerine, doymamis yag asitlerin ¢ift bag kisimlarina giiclii olumsuz etkiler
yapabilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin bu sekilde olumsuz etki ettigi
makromolekiillere oksidadif stres ismi verilmektedir. Hiicreler, normal sartlarda bu reaktif
oksijen tiirlerinin hasarina karsi kendilerini 6zel bir savunma sistemi ile korumakta,
etkilerini diisiik seviyede tutmak igin hiicre i¢i enzimler kullanmaktadir.

Ancak zamanla, ¢evresel stres ve hiicrelerin fonksiyonelligini kaybetmesi neticesinde
ROS seviyesi artmakta, hiicreye ve viicuda Onemli zararlar vermektedir. Serbest
radikallerin bu kontrolsiiz olusumu sonucunda ise kanser, diyabet, sinir hastaliklar1 ve
doku iltihaplar1 gibi yangili hastaliklar ortaya c¢ikabilmektedir (Yang ve ark., 2001,
Butterfield ve ark., 2002). Bu nedenle, insan ve diger canlilarin viicutlarinda serbest
radikallerin hasarini en aza indirmek i¢in, metal selatlama ve serbest radikal siipiirme gibi
serbest radikallerin olusumu sonrasi nétralize edici savunma sistemleri olusmaktadir.

Viicudun radikallere karsi olusturdugu savunmanin yetersiz kalmasi durumunda ise
viicuda disaridan antioksidan alimmasi ile antioksidan dengenin korunmasi
saglanabilmektedir (Lii ve ark., 2010). Diger taraftan, oksidasyon gida endiistrisi i¢in de
onemli bir sorundur. Bazi gidalarin kalitelerinin bozulmasi ve raf dmriinlin kisalmasi,
icerdikleri yaglarin oksidasyona ugramasi ve istenmeyen ikincil yag oksit iriinlerinin

olusumuyla gergeklesmektedir (Kim ve Wijesekara, 2010). Bu duruma kars1 butylated
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hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA), tert-butylhydroquinone (TBHQ)
ve propyl gallate (PG) gibi sentetik antioksidanlar oksitlenmeyi engelleyici veya geciktirici
gida katkilar1 endiistride kullanilmaktadir (Harnedy ve FitzGerald, 2012). Ancak bu
sentetik antioksidanlarin da saglik tizerine olumsuz etkisinin bulunmasi1 (Hettiarachchy ve
ark., 1996; Park ve ark., 2001) nedeniyle endiistride dogal antioksidan firiinler tercih
edilmektedir.

Son yillarda yapilan calismalarda, karasal bitki ve hayvanlardan elde edilen bazi
molekiillerin iyi antioksidan aktiviteleri tespit edilmis ve endiistride kullanimi
aragtirtlmistir. Bitkisel kaynakli bilesikler arasinda, fenolikler, flavanoidler ve karotenler
onde gelirken, hayvansal kaynaklardan ise kolajen, jelatin ve bazi proteinlerin
hidrolizatlar1 6n plana ¢ikmaktadir. Su iriinlerinde ise, kalamar, mavi midye, istiridye,
orkinos, mezgit, yilan balig1 ve mikro alg gibi farkli canlilardan antioksidan aktiviteye
sahip proteinlerle ilgili tespitler yapilmistir (Mendis ve ark., 2005; Rajapakse ve ark.,
2005; Kim ve Wijesekara, 2010). Deniz kaynakli bu proteinlerin, serbest radikalleri ve
reaktif oksijen tiirlerini siliplirme veya lipid peroksidasyonu sirasinda radikal zincir
reaksiyonunu keserek oksidatif hasar1 engelleme etkisine sahip olduklari belirlenmistir
(Rajapakse ve ark., 2005; Mendis ve ark., 2005). Kalamardan elde edilen biyoaktif
peptidlerin lipid peroksidasyonunu engellemesi a-tokoferolden cok daha fazla, sentetik
antioksidan olan BHT ye oldukca yakin bulunmus ve bunun nedeni olarak antioksidan
aktivite gosteren protein molekiillerinde hidrofobik amino asitlerin varligindan
kaynaklandig1 ifade edilmistir (Mendis ve ark., 2005).

Dolayisiyla, protein hidrolizatlarinin ve peptidlerin antioksidan aktivitesi, kendilerini
olusturan amino asitlerin tiirlerine ve yapilarma bagli olarak degisim gostermektedir.
Amino asit icerigine bagli olarak degisen antioksidan aktivitede bazi aromatik amino
asitlerin ve histidin igeren protein yapilarimin Onemli etkiye sahip oldugu ifade
edilmektedir (Kim ve Wijesekara, 2010). Kolajen ve jelatin gibi biiyiik proteinlerin, biiyiik
Olclide hidrofobik amino asitlerden meydana gelmesi ve bu aminoasitlerin bol olmasi
yiikksek emiilsifiye yetenegine sahip olmalarina neden olmakta, bu da, deniz kaynakli
kolajen ve tilirevi proteinlerin daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasia neden
olmaktadir (Mendis ve ark., 2005). Bu sebeple antioksidan aktiviteye sahip deniz kaynakli
kolajen ve tiirevi proteinler, biyoaktif 6zelliklere sahip gidalarda ve farmakolojik tiriinlerde
sentetik antioksidanlarin yerine kullanilabilme potansiyeline sahip {iriinler olarak
degerlendirilmektedir. Deniz canlilarindan izole edilen bazi antioksidan peptidler ve

kaynaklar Cizelge 2.4’de verilmistir.
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Cizelge 2.4. Deniz canlilarindan elde edilen baz1 antioksidan peptidler ve kaynaklari

Peptide ait amino asit dizilimi Kaynak Referans
Leu-Lys-GIn-Glu-Leu-Glu-Asp-Leu- | Istiridye Qian ve ark., 2008
Leu-Glu-Lys-GIn-Glu
Phe-Asp-Ser-Gly-Pro-Ala-Gly-Val-Leu | Jumbo Mendis ve ark., 2005
Kalamar
Val-Glu-Cys-Tyr-Gly-Pro-Asn-Arg- | Mikroalg Sheih ve ark., 2009
Pro-Glu-Phe
Phe-Gly-His-Pro-Tyr | Mavi Midye | Jung ve ark., 2005
Leu-Leu-Gly-Pro-Gly-Leu-Thr-Asn- | Rotifer Byun ve ark., 2009
His-Ala
Val-Lys-Ala-Gly-Phe-Ala-Trp-Thr-Ala- | Orkinos Je ve ark., 2007
Asn-Glu-Glu-Leu-Ser
Leu-Gly-Leu-Asn-Gly-Asp-Asp-Val-Asn | Yilan Baligi | Ranathunga ve ark., 2006
Arg-Pro-Asp-Phe-Pro-Leu-Glu-Pro- | Dil Balig Jun ve ark., 2004
Pro-Tyr

2.3.2.2. Antimikrobiyal Aktivite

Bakteri, maya, kiif, alg gibi mikroorganizmalarin gelisimlerinin kontrol altinda
tutulmalari, yiiksek biyolojik yapidaki canlilarin yasamlarii saglikli siirdiirebilmesi
acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle, ozellikle son yiizyil icerisinde bakteriyel
hastaliklarin 6niine gegilebilmesi amaciyla antimikrobiyal maddelerin liretilmesi iizerinde
calisilmigtir. Ancak, mikroorganizmalarin zor yasam kosullarina adapte olabilmesi ve
gelisimlerini engelleyici maddelere karsi diren¢ kazanmasi mikrobiyal hastaliklarin
tedavisini zorlastirmaktadir. Bu sebeple, 0Ozellikle son yillarda, bir ¢ok tedavinin
gerceklesmesinde antibiyotiklerin yetersiz kaldigi, ilave antibakteriyel etkiye sahip ajanlar
ile tedavilerin siirdiiriildiigii bilinmektedir. Ancak bu ajanlarin, genel anlamda, tedavi
olacak doku i¢inde yeterli konsantrasyona ulagmasi ve konsantre oldugu dokuya zarariin
minimum, etki edecegi etkene ise maksimum derecede olmasi istendiginden,
antibiyotiklere alternatif ajanlarin bulunmasi da oldukga zor olmaktadir. Dolayisiyla, dogal
ve etkili olabilecek her tiirlii antimikrobiyal etkideki ajanin kesfi, sentezi ve {iretimi yiiksek
biyolojik canlilarin refahi agisindan elzem bir durumdur.

Son yillarda, bir ¢cok karasal canlidan elde edilen bilesiklerin antimikrobiyal etkileri
arastiritlmis ve olumlu bulgular elde edilmistir. Basit anlamda, fenolik bilesikler, lipidler,
karbohidrat ve protein yapidaki bu bilesiklerin kimyasal izomerlerinin etkileri tizerinde
calismalar hala devam etmektedir. Bunlara ilave olarak, denizel canlilardan izole edilen
baz1 bilesiklerin de antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 belirlenmis, ancak denizlerdeki
cok cesitteki tirlerden elde edilebilecek bir¢ok bilesik heniiz arastirilmamistir. Son

yillarda, protein yapidaki molekiillerin antimikrobiyal etkileri ve kullanimlar ile ilgili
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calismalar iizerine yogunlasilmistir. Protein bazli antimikrobiyal ajanlarin {izerine
yogunlasilmasmin sebebi, bu maddelerin fonksiyonel 0Ozellikleri agisindan da gida
iiretiminde kullanima uygun, dogal ve zararsiz olmasindan kaynaklanmaktadir.

Proteinlerin antimikrobiyal etkileri, enzimatik hidrolizasyon ile ortaya ¢ikarilabilen
molekiil agirligi 10 kDa altinda olan protein Onciileri peptidlerden kaynaklanmaktadir
(Bulet ve ark., 2004; Reddy ve ark., 2004; Liu ve ark., 2008). [k olarak boceklerden izole
edilen antimikrobiyal peptidler, bugiin bir ¢ok kaynaktan ulasilabilir hale gelmistir.
Denizel kaynakli proteinlerden ise antimikrobiyal peptidler baslica 6riimcek yengeci
(Stensvag ve ark., 2008), istiridye (Liu, ve ark., 2008), Amerikan 1stakozu (Battison ve
ark., 2008), karides (Bartlett ve ark., 2002) ve yesil deniz kestanesinden (Li ve ark., 2008)
izole edildigi rapor edilmistir. Cizelge 2.5’te denizel kaynakli bazi antimikrobiyal

peptidlerin amino asit dizilimi, baskin amino asidi veya amino asit igerigi verilmistir.

Cizelge 2.5. Su iriinleri proteinlerinden elde edilen antimikrobiyal peptidlerin kaynagi,

amino asit dizilimi veya dizilimde bulunan maj6r amino asit/asitler

Kaynak “Amino asit dizilimi, majér amino asit/asitler ~ Referans

Istiridye Cys, Leu, Glu, Asp, Phe, Tyr, lle, ve Gly Liu ve ark. (2008)

Amerikan 1stakozu GIn-Tyr-Gly-Asn-Leu-Leu-Ser-Leu-Leu-Asn-  Battison  ve  ark.
Gly-Tyr-Arg (2008)

Karides Pro-Arg-Pro Bartlett ve ark. (2002)

Yesil Deniz Kestanesi  Cys Li ve ark. (2008)

*Cys: Sistin, Leu: Losin, Glu: Glutamaik asit, Asp: Aspartik asit, Phe: Fenilalanin, Tyr: Tirozin, Ile: 1zoldsin,
Gly: Glisin, Asn: Asparajin, Ser: Serin, Arg: Arjinin, Pro: Prolin

Su tiriinlerinde, kabuklu deniz iriinlerinin antibakteriyel aktivite gosteren bilesikleri
yogunlukla i¢ermesi, bu canlilarin iizerine yapilan arasgtirmalari artirmistir. Mavi yengecin
(Callinectus sapidus) hemolenfinden izole edilen peptidlerde antimikrobiyal etkinin tespit
edildigi, ozellikle gram negatif bakterilere karsi etkili oldugu bildirilmistir (Edward ve
ark., 1996). Amerikan 1stakozu (Homarus americanus)’ndan elde edilen baz1 peptidlerin
ise gram negatif bakteriler iizerinde bakteriyostatik etki gosterirken, Amerikan 1stakozunun
patojeni olarak bilinen iki parazit tiiri Mesanophrys chesapeakensis ve Anophryoides
haemophila’ya kars1 ise protozoatatik ve protozoasidal etki gdsterdigi rapor edilmistir
(Battison ve ark., 2008). Bununla beraber, antimikrobiyal peptid olarak bilinen “arasin 1”
yine bir kabuklu tiirii olan oriimcek 1stakozu (Hyas araneus)’ndan izole edilmis ve

biyoteknolojide yaygin olarak kullanilan Corenebacterium glutamicum bakterisinin
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gelisimini baskiladigi rapor edilmistir (Stensvag ve ark., 2008). Diger bakteri tiirlerinden
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve mantar tiirlerinden Botrytis
cinera ile Penicillium expansum’un istridye (C. gigas)’den izole edilen CgPep33
antimikrobiyal peptid ile gelisimlerinin baskilandig: bildirilmistir (Liu ve ark., 2008). Bu
peptidin, bahsedilen bu mikroorganizmalar {izerindeki minimum inhibasyon
konsantrasyonlar1 ise 18,6 ile 48,2 png/ml olarak ifade edilmistir (Liu ve ark., 2008).
Antimikrobiyal etkisi olan peptidlerin yan1 sira antiviral etkiye sahip peptidlerin oldugu da
rapor edilmistir. Achour ve ark. (1997) istridye protein ekstraktlarinin immunositlerin
HIV-1 viriisii igerisindeki ¢ogalmalarini artirabilecegi ifade edilmistir (Achour ve ark.,
1997). Bununla birlikte, istridye hidrolizatlarinin ultrafiltrasyon, diyaliz gibi islemlerden
sonra elde edilen 5 — 10 kDa arasindaki molekiil agirlhigina sahip fraksiyonlarin herpes

viriisii lizerine antiviral etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Zeng ve ark., 2008).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirma materyali, deniz hiyar1 veya deniz patlican1 olarak bilinen Holothuria
tubulosa’dir (Sekil 3.1). Canakkale Bogazi kiyr seridinden 2013 Mart ayi ile 2014 Mayis
aylar1 arasinda mevsimsel olarak, 0 - 10 m derinlikten dalinarak el ile toplanan deniz
hiyarlar1, canli olarak strafor kutularda Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deniz
Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi Isleme Laboratuvarma getirilmistir. Arastirmada, her
mevsim i¢in en az 100 birey olacak sekilde, toplam 450 adet (yaklasik 50 kg) deniz hiyart

materyali kullanilmistir.

Sekil 3.1. Deniz hiyar1 (Holothuria tubulosa, Gmelin 1791), (Anonim, 2015)

3.2. Metot

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Deniz suyu igerisinde laboratuvara getirilen Orneklerin Oncelikle biyometrik
Olctimleri gerceklestirilmistir. Biyometrik Olgiimleri tamamlanan Orneklerin  viicut
duvarlar1 alt kismindan bigak ile kesilerek, once viicut sivist alinmis, sonrasinda ise
tamamen kesilen viicut duvarindan i¢ organlar ¢ikarilmigtir. Viicut duvari, i¢ organlar ve
viicut sivist olarak ayrilan deniz hiyart Ornekleri, {i¢ grup halinde analizlere tabi

tutulmustur.

3.2.2. Deneme Plani
Uc gruba ayrilan deniz hiyar1 ornekleri, besinsel, fonksiyonel ve biyoaktif
Ozelliklerin belirlenmesi amaciyla analizlere tabii tutulmustur (Sekil 3.2). Calismada

yapilan tiim analizler ti¢ tekerriir halinde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2. Deney plani islem akis semasi

3.2.3. Deniz Hiyariin Morfolojik ve Besinsel Ozelliklerine Ait Analizler
3.2.3.1. Morfolojik Ol¢iimler
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Deniz hiyar1 orneklerinde boy, agirlik, viicut duvar1 agirligi, i¢ organ agirhigr ve

viicut sivist agirliklar 6l¢timleri yapilmistir. Bu dlgtimler igin, deniz suyu ile canli olarak

laboratuvara getirilen Orneklerin, 6ncelikle darasi alinan siinger lizerinde toplam agirlik

Olctimii yapilmistir. Toplam boyun 6l¢iimii ise canlinin karin kismina kesik atilarak, viicut
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stvisi ve i¢ organlar1 alindiktan sonra gerceklestirilmistir. Ik olarak kesikten viicut sivist,
darasi alinmis behere aktarilmis, daha sonra karin kismi tamamen kesilerek, i¢ organlar,
baska behere aktarilarak, tartimlari yapilmistir. I¢ organ agirhigi, icerdigi sindirilmis

materyal (kum ve detritus) ile birlikte tartilmistir (Battaglene ve ark., 1999).

3.2.3.2.Besin Kompozisyonu Analizleri

3.2.3.2.1. Nem Analizi

Nem analizi i¢in Oncelikle homojenize edilmis 6rnekten darasi alinmis petrilere 5 g
tartilarak sabit bir agirhiga ulasana kadar (16 - 18 saat) 105°C’deki etiivde kurutulmustur
(AOAC, 2000). Bu islemin ardindan petriler, hassas terazide tekrar tartilarak sonuglar

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

T,-Ty

Nem Miktar1 (%) = %100 3.1

To: ilk Tartim (g), T1: Son Tartim (g), m: Ornek Agirhig (g)

3.2.3.2.2. Ham Protein Analizi

Protein tayini Kjeldahl yontemine gére yapilmistir (AOAC, 2000). Bu yonteme gore;
Kjeldahl tiipleri icerisine homojenize edilmis ornekten 0,5 g tartilmis ve 20 ml % 96°lik
H2SO4, 10 ml % 35°1ik H2O2 ve 1 adet kjeldahl tableti ilave edilmistir. Tiipler yas yakma
bloguna (InKjel M) vyerlestirilmis ve icerisindeki O6rnek yesil sari saydam bir renk
olusturuncaya kadar 420°C’de yaklagik 2 - 3 saat yakma islemi uygulanmistir. Yakma
isleminin ardindan bu tiipler oda sicakliginda sogumaya birakilmis, soguma saglandiktan
sonra tiiplere 50 ml distile su ve 50 ml % 33’liikk NaOH ilave edilmistir. Distilasyon
esnasinda ortamda bulunan azotu 6l¢gmek icin bir tanede kor 6rnek hazirlanmistir. Yakma
islemi sonrasinda protein tiipleri ve igerisinde 25 ml doymus borik asit ¢ozeltisi ve 3 - 4
damla indikator (metil kirmizisi; 0,1 g metil kirmizisi/100ml alkol) bulunan erlenmayer ile
Kjeldahl destilasyon {initesine (Behrotest WD20, Gerhardt) yerlestirilerek NaOH ile
destilasyona tabi tutulmus ve bu islem yaklasik erlen mayerde 100 ml destilat toplanincaya
kadar devam edilmistir. Elde edilen destilat 0,1 N’lik HCI ile titre edilerek sarfiyat

belirlenmis ve protein orani asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
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. (T,-T}) x 0,014% N x 6,25
Ham Protein (%) = - x100 (3.2)

T Titrasyonda Harcanan Miktar, T Kor Ornegin Titrasyonunda Harcanan Miktar, N: HCI ¢bzeltisinin
derisimi, m: Ornek Agirlig

3.2.3.2.3. Ham Yag Analizi

Yag analizi Bligh ve Dyer (1959)’in uyguladig1 yontem esas alinarak yapilmistir. Bu
amacla 20 g 6rnek alinmis ve 100 ml metanol/kloroform (1/2) ile birlikte homojenize
edilmistir. Homojenizat 20 ml metanol-kloroform ile yikama yapilarak darasi alinan balon
joje igerisine filtre kagidi ile stizlilmiistiir. Stiziintiiye 20 ml %, 4’ liikk CaCly ilave edilerek
balon jojenin kapagi kapatilmis ve 1 gece karanlik ortamda bekletilmistir. Bu siire sonunda
faz olusumu goézlemlenmis ve icerik ayirma hunisinde alt faz balon jojeye alinarak iist faz
atilmigtir. Balon joje icerisindeki alt faz, 60°C’lik su banyosunda, rotary evaporator (IKA
RV10 basic) kullanilarak ¢oziicii ugurulmustur. Balon jojede yag ayirimi gerceklestikten
sonra diizenekten ¢ikartilarak 90°C’deki etiivde (Niive FN500) 1 saat bekletildikten sonra,
son tartimi yapilmigtir. Belirlenen degerler asagidaki formiilde yerine konularak

hesaplanmustir.

3 T,-T,
Yag (%)=

x100 (3.3)

To: 1lk Tartim, T1: Son Tartim, m: Ornek Agirlig:

3.2.3.2.4. Ham Kiil Analizi

Kiil tayini i¢in darasi alinan krozelere 2 g 6rnek konulmustur. Hazirlanan krozeler
kil firmina (Elektromag M 1811) yerlestirilerek 550°C‘de sigara kiilii rengine
dontisiinceye kadar yaklasik 4 - 5 saat tutulmustur. Yakma islemi sonrasinda krozelerin

hassas terazide tartimlari yapilmis ve sonuglar asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir

(AOAC, 2000).

T,-Ty

Ham Kiil(%)= x100 3.4

To: ik Tartim, T1: Son Tartim, m: Ornek Agirlig
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3.2.3.2.5. Amino Asit Analizi

Amino asit analizi i¢in % 30 protein igerecek sekilde 130 - 290 mg arasinda 6rnek,
1s1ya dayanikli vida kapakli cam siselere alinmis ve {izerine 20 ml 6 N HCI ilave edilerek
azot gaz1 gegirildikten sonra 110°C’de 24 saat hidroliz edilmistir (AOAC, 2000). Hidrolizi
yapilan 6rnekler 0,20 um PTFE siringa filtreden siiziilmiis ve HCI, evaporatorde yiiksek
vakum altinda 60°C’de ugurularak, geriye kalan kalinti pH’s1 2,2 olan sodyum sitrat
tampon ¢o6zeltisiyle (0,1 M, pH 2,2) seyreltilmistir (Srivastava ve ark., 2006; Chi ve ark.,
2008). Hidroliz islemi tamamlanmis orneklerin, aminoasit miktarlarinin tespiti i¢in EZ:
fast GC/FID Free (Physiological) Amino Asit Kitleri kullanilmistir (Badawy ve ark.,
2008). Bu yontem, kati faz eckstraksiyonu, tiirevlendirme ve sivi/sivi ekstraksiyonu
asamalarindan olusmaktadir (Kale ve ark., 2006; Badawy ve ark., 2008). Hazirlanan ve
tiirevlendirilen 6rnekler GC (Shimadzu)’de analiz edilmistir. Internal standart (IS) olarak
Norvaline kullanilmis ve konsantrasyonu orneklerde 200 nmol/ml olacak sekilde
hazirlanmastir.

GC cihazimin konfigiirasyonu ve kromotografik kosullar;

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

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

Split 1:15 (250°C), Enjeksiyon Miktari: 2,0 ul, Tastyict gaz: Helyum 1,0 ml/dk,

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

Detektor: Alev iyonizasyon detektorii (FID; 320°C)

Kalibrasyon: Coklu amino asit standardi (EZ:fast SD solution)

3.2.3.2.6. Yag Asidi Analizi

Yag asidi analizlerinde 3.2.2.°de belirtilen metoda gore elde edilen ham yag,
materyal olarak kullanilmistir. Bu sekilde elde edilen ham yagin oncelikle esterlesmesi
yapilmisg, bunun ig¢in 0,150 g ham yag numunesi balonda tartildiktan sonra iizerine 5 ml
metanolik 0,5 N NaOH ilave edilmistir. Numune, kaynama tas1 atilarak sogutucu
baglanmis su banyosunda 15 dakika kaynatilarak sabunlastirilmistir. Sogutucunun
tizerinden 5 ml BF3 reaktifi atildiktan sonra 5 dakika daha kaynatilmistir. Daha sonra
numuneye 2 ml heptan ilave edilmis ve 1 dakika daha kaynatilmistir. Sogutucu ¢ikarilmis
ve Ornek hassas olarak 25 ml’lik balon jojeye alimmistir. Balon doymus NaCl ile
calkalanarak bu calkant: ilave edilmistir. Ustteki heptan fazindan mikro pipetle 1-2 ml
alinarak cam viale aktarilmustir. igine birkag kristal anhidrik Na,SO4 atilmustir. Enjektorle

bu soliisyondan ¢ekilerek gaz kromatografisine enjekte edilmistir (IUPAC, 1987). Gaz
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kromatografisinde okunan numune degerleri, cihazin konfiglirasyonu icin kullanilan
Xcalibur adl1 programda sonuglar degerlendirilmistir.

GC-MS cihazimin konfigiirasyonu ve kromotografik kosullar

Kromatografi Aygiti: Thermo GS-MS Finnigan Trace DSQ

Dedektor: MS, Kolon: ZB-WAX, 30 m. uzunluk, 0,25 mm ID, 0,25 mm

film+kalinlik

Enjeksiyon Hacmi: 2,0 ul, Enjeksiyon Blogu Sicakligi: 200°C

Dedektor Sicakligr: 200°C, ilk Firm Sicakligr: 100°C, Sicaklik Artisi: 1°C / dk

Siire: 55 dakika, Split Orani: 1/50, Tastyic1 Gaz: H»

3.2.3.2.7. Mineral Madde Analizi

Mineral madde analizi i¢in Ornekler, polietilen posetlerde -20°C’de analizler
gerceklesene kadar depolanmustir. Ornekler, homojen hale getirildikten sonra 0,2 g almnarak
tiiplerin igerisine konulmus, lizerine 4 ml konsantre nitrik asit (%65 w/v, Merck) ilave
edilerek mikrodalgada (CEM Mars Xpress) yakilmis ve ¢Oziiniir forma doniistiirilmiistiir.
Organik sindirim iglemin uygulanmasindan sonra, 6rnekler filtre edilerek deiyonize saf su ile
seyreltilmistir (EPA, 1998). Element analizi Oncesi, standart olmayan seyreltmeler
hazirlanarak ICP-MS cihaz1 kalibre edilmistir. Kor 6rnek hazirlanmis ve her okunan 5
ornekten sonra kullanilan kimyasallarin etkisinin derecesini belirlemek amaciyla, 6rnekler
tekrar okutulmustur. Element analizi Spectro ICP-MS (Germany) cihazi kullanilarak yapilmis
ve yas ornekte kg/mg olarak ol¢iilmiistiir (EPA, 2000).

3.2.4. Deniz Hiyan Ekstrakt, Protein ve Hidrolizatlarinin Elde Edilmesi

3.2.4.1. Total Ekstraksiyon

Deniz hiyar viicut duvari, i¢ organlar ile birlikte kiigiik parcalar halinde kiyildiktan
sonra oncelikle petri kaplarinda 70°C’de 20 saat etiivde (Niive, FN 500) kurutulmustur.
Kurutulmus 6rnekler 6giitiictiden (Sinbo) gegirilerek toz haline getirilmis ve toz halindeki
ornekler 1:10 oraninda asitonitril ve % 0,1 trifloroasetikasit (60:40, v:v) karisimu ile siispanse
edilmistir. Elde edilen siispansiyon karanlik ortamda manyetik karistirici (Daihan, MSH 20A)
kullanilarak 24 saat karigtirtlmistir. Siire sonunda ekstrakt 4000 X g’de 20 dk santrifiij (Niive,
NF 800R) edilmis, siipernatant balonlara alinarak rotary evaporatorde ¢oziiciilerden tamamen
arindirilana kadar ugurma iglemine tabii tutulmustur. Balonda kalan ekstraktlar liyofilize
(Bluewave, BW-10) edilerek, — 20°C’de analizlerde kullanilana kadar saklanmistir (Esmat ve
ark., 2013).
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3.2.4.2. Viicut Duvan Protein izolasyonu

Deniz hiyarmin viicut duvarindan 200 gr alinmis ve iyice kiyildiktan sonra 10 000 x
g’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilarak, kalan c¢okelti {izerine,
toplam konsantrasyon miktar1 % 10 olana kadar 0,1 M NaOH ilave edilmistir. NaOH ve
¢okelti stispansiyonu manyetik karistiricida 4°C’de 12 saat karistirilmis ve sonrasinda
karigimin pH’s1 7’ye ayarlanarak 4°C’de 10 000 x g’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden elde edilen siipernatanta % 10 oraninda TCA (Triklorik Asetik Asit) ilave edilerek
proteinlerin ¢6kmesi amaciyla 4°C’de 3 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda karisim 10000 x
g’de 20 dk santrifiij edilerek ¢oken proteinler toplanmistir. Toplanan proteinler, asetonla renk
degisimi gergeklesmeyene kadar (beyaz olana kadar) yikanmustir (Sekil 3.3). Beyazlama
islemi gergeklestikten sonra ise, ultra saf su kullanilarak TCA’nin tamamen uzaklagsmasi
amaciyla, ili¢c kez ikiser dakika daha calkama suretiyle yikama islemi gergeklestirilmistir.
Yikanan protein ¢Okeltisi liyofilize edilmis ve analizlerde kullamlmak tizere -20°C’de

depolanmistir (Kim ve ark., 1994; Torano ve ark., 1999).

Sekil 3.3. Viicut duvari protein izolasyonu islem akis fotograflar

3.2.4.2.1. Pepsin ile Protein Hidrolizasyonu

Liyofilize edilen viicut duvar1 protein ektrakti 6rneklerinden 1 g alinarak 100 ml saf su
icerisinde homojenize edilmis ve soliisyon hidrolizasyon oncesi 37°C’de 30 dk o6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. On inkiibasyon sonrasi soliisyonun pH’s1 6N HCl ile pepsinin
optimum ¢alisma degerleri olan 2,8 - 3,0 araligina diisiiriilmiistiir. Daha sonra pH’s1 ayarlanan
protein soliisyonu igerisine, 2500 U/ g protein olacak sekilde (yaklasik %1 soliisyon/enzim)
pepsin ilavesi yapilmis ve 37°C’de 4-6 saat hidrolize tabi tutulmustur. Soliisyonun pH’s1 1 N
NaOH ve 0,5 N HCI ilaveleri ile hidrolizasyon siiresince 2,8 - 3,1 degerleri arasinda sabit
tutulmustur. Hidrolizasyon siiresi bittikten sonra soliisyonlar 6nceden ayarlanmis kaynar su
banyosunda 10 dk bekletilerek enzim inaktivasyonu ile hidrolizasyon islemi sonlandirilmustir.

Hidrolizasyon islemi sonrasinda inaktif edilen soliisyon 30000 x g’de 40 dk santrifiij (Hettich,
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Micro 200R) edilmis ve santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlar toplanarak, liyofilize

edilmistir.

3.2.4.2.2. Tripsin ile Protein Hidrolizasyonu

Tripsin ile viicut duvari protein hidrolizati, pepsin ile hidrolizasyon agsamalarina benzer
sekilde yapilmistir. Liyofilize edilen viicut duvart protein izolatinin %1°’lik saf su soliisyonu
hazirlanmis ve pH’s1 7,8 - 8,2 araliginda ayarlanarak yine 6n inkiibasyon amaciyla 37°C’de
30 dk bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasmda 2000-4000 U/g protein konsantrasyonunda
soltisyonuna tripsin ilavesi yapilmis ve 37°C’de 4-6 saat hidrolizasyon islemi uygulanmustir.
Hidrolizasyon siiresince pH ayarlamalart yapilmis ve siire sonunda hidrolizat kaynar su
banyosunda 10 dk bekletilerek sonlandirilmistir. Daha sonra 30000 x g’de 40 dk santrifiij
islemi uygulanan 6rneklerden siipernatantlar toplanmis ve liyofilize edilerek analizler ig¢in -

20°C’de saklanmstir.

3.2.4.3. Kolajen Izolasyonu

Deniz hiyar1 kolajen izolasyonu i¢in, canlmin viicut duvari kullanilmig, Oncelikle
orneklerin yapiskan yiizeyleri bicak yardimiyla kazinarak uzaklastirilmistir. Daha sonra viicut
duvarlan bigak yardimiyla kiiciik parcalara ayrilmis ve 100 gr viicut duvarma 1000 ml saf su
ilave edilerek 4°C’de 30 dk boyunca manyetik karigtiricida karigtirilmistir. Karistirma islemi
sonrasinda viicut duvarlar siiziilerek yeniden ayni isleme tabi tutulmustur. Toplam da ii¢ kere
tekrar edilen bu iglem sonrasinda 100 g viicut duvar1 6rnegi siiziilerek 1000 ml ayristirma
cozeltisi icerisinde koyulmus ve 4°C’de 3 giin manyetik karistiricida diisiik hizda kolajen
fibrilleri gorililene kadar karistirilmistir. Ayristirma ¢ozeltisinde kullanilan kimyasallar ve
derisimleri; 0,5 M NaCl, 50mM EDTA, 0,2M B-mercaptoethanol ve 0,1 M Tris-HCI (pH:8)
seklinde belirlenmistir (Saito ve ark., 2002). Ug giin ayristirma ¢ozeltisi icerisinde karigan
ornek, kolajen fibrillerini iceren yiiksek viskozlu siispansiyona doniigsmiistiir. Elde edilen bu
yiiksek viskozlu sivi peynir tiilbentinden bir behere siiziilmiis ve siiziintii 7500 x g’de 30 dk
santriftij edilmistir. Santriflij sonrasi siipernatant atilmis kalan ¢okelti, kolajen olmayan
kontaminantlar ile endojen proteazlarin kolajen fibrillerini bozmasimi Snlemesi amaciyla,
1000 ml NaOH (0,1 M) ile 4°C’de ii¢ giin boyunca diisiik seviye hizda karigtirtlmigtir. Bu
stire sonunda siispansiyon 7500 x g’de 30 dk santriflij edilmis, siipernatant atilarak ¢okelti
alinmistir. Alian ¢okelti (kolajen fibrilleri) birkag kez saf su ile yikandiktan sonra liyofilize
edilerek, hidrolizat ve diger analizlerde kullanilana kadar - 20°C’de saklanmustir (Sekil 3.4)
(Saito ve ark., 2002; Zhu ve ark., 2012).
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3.2.4.4. Kolajen Hidrolizasyonu

3.2.4.4.1. Pepsin ile Kolajen Hidrolizasyonu

Liyofilize edilmis kolajen fibrilleri 500 ml 0,5 M asetik asit ile siispanse edilmis ve
100:1 (kolajen: pepsin) oraninda pepsin ilave edilerek, 4°C’de iki giin boyunca diisiik hizda
karistirilarak sindirim islemi uygulanmistir.  Sindirim islemi sonunda 7500 g’de 1 saat
santriftij iglemi uygulanmis, santrifiij sonrasi elde edilen viskozik ¢ozeltiye 4,0 M NaCl
cozeltisinden kullanarak toplam derisim, 0,8 M NaCl derisimine ayarlanmistir. Bu sekilde
¢cozlinmiis kolajenlerin ¢okelmesi saglanmistir. Daha sonra bu ¢okelen ¢oziinmiis kolajen
ornekleri, diigiik hizda santrifiij edilerek ¢okelek alinmistir. Alinan ¢okelti 0,5 M asidik asitte
¢cozlindiiriilmiis ve 0,02 M NaHPOs (pH 8) bufferinda pepsinin inaktivasyonu amaciyla
diyalize tabi tutulmustur. Birka¢c kez bufferin degistirilmesinden sonra diyaliz islemi
sonlandirilmis ve santriftij edilerek kolajen fibrilleri toplanmistir. Toplanan pepsin ile
¢oziinmiis kolajen ¢okeltisi son olarak 0,5 M asetik asit i¢inde ¢dzlinmiis ve 0,1 M asetik asit
icerisinde diyalize tabi tutulmustur. Bu diyaliz asamasindan sonra pepsin ile ¢oziinmiis
kolajen preperati liyofilize edilmis ve analizlere kadar -20°C’de depolanmustir (Sekil 3.5)
(Saito ve ark., 2002; Zhu ve ark., 2012).

Sekil 3.4. Kolajen izolasyonu islem akis fotograflar
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Sekil 3.5. Kolajen pepsin hidrolizati islem akis fotograflar

3.2.4.4.2. Tripsin ile Kolajen Hidrolizasyonu

Liyofilize kolajen 6rneginden, derisimi 0,4 mg/ml (kolajen/tampon) olacak sekilde, 1 gr
alinarak 250 ml 0,1 M NaHPOs; (pH: 7,8) bufferinda ¢ozindiiriilmistir. Manyetik
karigtiricida yaklasik 1 saat homojenlik saglanana kadar 37°C’de karistirilmustir. Karigtirilmis
ornek i¢ine 2000-3000 U/g enzim/kolajen konsantrasyonu olacak sekilde tripsin ilavesi
yapilmis ve ¢ozelti 37°C’°de 8 saat karistirilmustir. Inkiibasyon sonunda enzim inaktivasyonu
icin karistm 100°C’de 10 dk su banyosu kullanilarak 1sil isleme tabi tutulmustur. Enzim
inaktivasyonu sonrasinda 6rnek 30 000 x g’de 90 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen
stipernatantlar 0, 22 ul’lik PTFE sirga filtreden gegcirilmis ve siiziintii liyofilize edilerek

analizlerde kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir (Suarez-Jimenez ve ark., 2015).

3.2.4.5. i¢c Organ Protein Hidrolizasyonu

3.2.4.5.1. Pepsin ile I¢ Organ Protein Hidrolizasyonu

I¢ organlar, kum, camur ve diger kirliliklerden saf su kullanilarak temizlenmistir. Bol
saf su kullanmlarak temizlenen i¢ organlar, daha sonra ultra-turrax (IKA-Yellow Line)
yardimiyla homojen hale getirilmistir. Homojen edilen i¢ organ 6rneklerinden 50 g alinarak
saf su ile toplam hacim 250 ml’ye tamamlanmistir. Toplam hacmi 250 ml olan soliisyon
lizerine yag ayristirmast amactyla 500 ml isopropanol alkol ilave edilip karistirtlmistir.
Karnstirilan 6rnek su banyosunda (Elektromag, M2536) 60°C’de 45 dk bekletilerek yag
ayristirma islemi gerceklestirilmistir. Ayrisan yag kaptan uzaklastirildiktan sonra isopropanol
ve su evaporatorde (IKA, RV10) ugurulmustur. Balonda kalan kat1 6rnek saf su ile 2-3 kez
yikanmis ve yikanan 6rnek 3000 x g’de 30 dk santfifiij edilmis ve siipernatant atilmistir.
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Cokelti 500 ml 0,1 M fosfat bufferinda (NaH2HPQ.) coziindiiriilerek 37°C’de 30 dk 6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon sonrasi soliisyonun pH’s1 6 N HCI ile 2,8-3,0’e
ayarlanmistir. pH ayarlamasi sonrasi 500 ml soliisyonun % 0,75 %1 ve %1,5’1 kadar pepsin
ilavesi yapilarak soliisyon 37°C’de 8 saat hidrolizasyon islemine tabi tutulmustur. Siirekli
karistirma suretiyle gergeklestirilen hidrolizasyon islemi sonrasi, enzim inaktivasyonu
amactyla soliisyon kaynar su banyosunda 10 dk bekletilmistir. Daha sonra 3000 x g’de 30 dk
santrifiij islemi uygulanmis, santrifiij sonrasi ¢okelti atilarak siipernatant alinmistir. Alinan
stipernatant daha sonra 30000 x g’de 90 dk santrifiij edilmis, santrifiij sonrasi siipernatant 0,22
um’lik siringa filtreden gecirilerek liyofilize edilmistir (Mamelona ve ark., 2010; Zhou ve
ark., 2012).

3.2.4.5.2. Tripsin ile i¢ Organ Protein Hidrolizasyonu

I¢ organlarin tripsin hidrolizat: eldesi icin, pepsin hidrolizat1 eldesindeki asamalarin
aynist uygulanmis, hidrolizasyon agamasinda kullanilan tripsin miktart pepsin ile ayn
tutulmus, ancak pH ise tripsin i¢in optimum pH araligi olan 7,8-8,2 araligina 6N NaOH
kullanilarak ayarlanmistir. Hidrolizasyon sonrasinda da wuygulanan islemler pepsin
hidrolizasyon islemi sonrasinda yapilan islemler ile ayn1 uygulanmigtir (Mamelona ve ark.,

2010; Zhou ve ark., 2012)

3.2.4.6. Hidrolizasyon Derecesi

Hidrolizatlarin hidrolizasyon derecesi iki farkli metot kullanilarak hesaplanmistir.

Triklorikasedik asit (TCA) ile ¢oziinen nitrojen miktar:;, Bu analiz i¢in Hoyle ve
Merritt (1994)’in tanimladigt metot kullanilmistir. Hidrolizat siipernatantlarindan 20 ml
aliarak 20 ml %20’lik TCA ile karistirllmistir. Karisim 7 000 g’de 20 dk santrifiij edilmis
ve %10’luk TCA’da ¢dziinen maddelerin oldugu siipernatant toplanmustir. Uriinlerin
hidrolizasyon derecesi asagidaki formiile gére hesaplanmistir;

HD(%) =100 x ornekteki %10’luk TCA ile ¢6zilinen nitrojen / ornekteki toplam
nitrojen

Ortophtalaldehyde (OPA) ile tiireviendirme; Bu analiz i¢cin OPA ayiraci Church ve ark.
(1983)’na gore hazirlanmustir. 25 ml sodyum tetraborat soliisyonu (100 mmol L) 2,5 ml %20
lik (w/v) sodyum dodesil siilfat soliisyonu, 40 mg OPA (1 ml methanol i¢inde ¢oziinmiis) ve
100 pl 2-mercaptoethanol ile karistirilmistir. Toplam hacim ultra saf su kullanilarak 50 ml’ye

tamamlanmistir. Bu karisim kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmis ve 1siktan korunmustur.
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Tiirevlendirme i¢in Spellman ve ark (2003) metodu kullanilmigtir. 10 pl 6rnek 3,4 ml
OPA ayiraci ile karigtirilmis ve 25°C’de 2dk bekletilmistir. Siire sonunda 340 nm dalga

boyunda absorbans degerleri okunarak asagidaki denkleme gore hesaplama yapilmaistir;

ADx 1,934 x d
HD (%)= - (3.5)

AD: 6rneklerin absorbans degeri, d: seyreltme faktorii, c: Srneklerin protein konsantrasyonu (g L%)

3.2.4.7. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Page Analizi

Denizhiyar1 viicut duvart ile i¢ organlarindan izole edilen protein ornekleri ve izole
edilen kolajen ile kolajen hidrolizatlarnin SDS-PAGE metodu araciligiyla molekiil
agirliklarinin dagilimi incelenmistir. Bu amagla SDS-PAGE analizi yapilacak gruplar direkt
olarak 1:3 oraninda (6rnek-soliisyon) SDS ve {ire soliisyonuna koyulmus ve 5 dk
kaynatilmistir. Gece boyu ¢alkalama sonras1 6rnekler 10000 x g’de 10 dk santriflyj edilmis ve
coziinmeyen ¢okelti atilmistir.

SDS-Ure Soliisyonu : 0.1M Tris-HCI; pH 8.0; 8 M Ure; %4 SDS; %2 mercaptoethanol; %20
gliserol)

Daha sonra protein 6rnekleri (5 p), %S5 yiikleme, %10 yiiriitme olan poliakrilamid jel
kuyucuklarina yiiklenmistir. Yiiklenen protein Ornekleri 15 miliamperde ayrigma
tamamlanana (yaklasik 3 saat) kadar elektroforezde (Thermo, Owl P8DS; JGC-4)
yiriitilmistiir. Yiritme islemi tamamlandiktan sonra jel ¢ikartilarak Brillant Blue R-250
soliisyonu (%0,05 R-250 (w/v), %50 Ethnaol (v/v), %7,5 (v/v) asetik asit) ile boyanmis ve
boya arindirmasi yapilmistir. Daha sonra jeller jel goriintiileme cihazinda (Biorad, GelDoc)

gortintiilenmistir (Laemmli, 1970).

3.2.5. Deniz Hiyan Ekstrakt, Protein ve Hidrolizatlarina Yapilan Fonksiyonel ve

Biyoaktif Analizler

3.2.5.1. Fonksiyonel Ozelliklerin Belirlenmesi

3.2.5.1.1. Coziiniirliigiin Belirlenmesi

Protein ekstrakti ve kolajenin ¢oziiniirliigiiniin belirlenmesi ig¢in 0,5 M asedik asit ile
hazirlanan soliisyonlardan, hidrolizatlarin protein ¢ozliniirliiglinii belirlemek i¢in %1 6rek /
ultra saf su (v/w) konsantrasyonundaki numunelerden hazirlanmistir. Toplam hacmi 5 veya
10 ml olan bu karigimlarin pH’lart 6 N HCI ve 6 N NaOH kullanilarak 4, 7 ve 10’a
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ayarlanmigtir. Karigimlar oda sicakliginda 30 dk karistirilmis ve 7500 x g’de 15 dk santrifiij
edilmistir. ~ Santriflij sonras1 ¢0ziinmils protein igeren silipernatantlarin  protein
konsantrasyonlar1 Biuret metodu (Robinson ve Hodgen, 1940)’na goére analiz edilmistir.
Orneklerin toplam protein icerigi ise 0,5 M NaOH ile c¢oziindiiriilmesinden sonra

belirlenmistir.

o Stipernatanttaki protein igerigi
Cozuniirlik (%): —— x 100 (3.6)
Toplam protein igerigi

3.2.5.1.2. Nem Cekme ve Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Nem ¢ekme ve tutma Kkapasitelerinin belirlenmesi i¢in Ornekler 90°C’de iyice
kurutulduktan sonra toz haline getirilmistir. Daha sonra bu 6rneklerden 100 mg alinarak
icinde 10 pl saf su bulunan eppendorf tiiplere almmustir. Iki seri hazirlanan bu tiipler, bagil
nemi % 43 olan doymus sodyum karbonat ve bagil nemi % 81 olan doymus amonyum stilfat
soliisyonlar1 ile birlikte sirasiyla desikatérde inkiibe edilmistir. Uriinlerin agirliklar1 12 saat
arayla tartilmis asagida formiillere gére nem tutma (NTK) ve nem ¢ekme (NCK) dereceleri

belirlenmistir. Analizlerde gliserol referans 6rnek olarak kullanilmigtir.

Inkiibasyon sonrasi 6rnek agirligi
NTK (%)= Y snie

— — ———x 100 (3.7)
Inkiibasyon oncesi ornek agirligi

NCK (%)= Inkiibasyon sonras1 6rnek ag.-Inkiibasyon dncesi 6rnek ag. 100 (3.8)
° Inkiibasyon dncesi 6rnek ag. * '

3.2.5.1.3. Emiilsiyon Olusturma Ozelliginin Belirlenmesi

Numunelerin emiilsiyon 6zelligi Pearce ve Kinsella (1978) nin belirledigi metoda gore
yapilmistir. Orneklerin % 1 konsantrasyonunda sulu ¢dzeltileri hazirlandiktan sonra bitkisel
stv1 yag ile soliisyonlar1 hazirlanmigtir. Soliisyonlarin pH’lar1 4, 6 ve 8’e ayarlanmis ve mini
ultra turrax (Stuart SHM2/UK) kullanilarak 22 000 rpm’de 60 sn homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasi kopiik altinda kalan emiilsiyon kismindan 0. ve 10. dakikalarda 20
ul almarak, 2 ml % 0,I’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) soliisyonuna ilave edilerek
seyreltilmistir. Seyreltilen 6rneklerin absorbans degerleri 500 nm dalga boyuna ayarlanmis

spektrofotometrede (Optizen 3220UV) okunmustur. Absorbans degerleri asagidaki formiilde
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yerine yazilarak emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emiilsiyon dayaniklilik indeksi (EDI)

degerleri belirlenmistir.

2x2,303x AxSK

EAI (m? g'1):
(m” ™) LxaxC

(3.9)

A: absorbans degeri, SK: seyreltme katsayis1 (100), L: kiivetin optik ge¢is uzunlugu (m), o: bitkisel yag
hacmi, C: protein konsantrasyonu (g m3)

Ay
EDI (dk): A AL Xt (3.10)
0

Ao: 0. dakikadaki absorbans degeri, Aio: 10. dakikadaki absorbans degeri, t: siire (10).

3.2.5.1.4. Kopiirme Ozelliginin Belirlenmesi

Numunelerin koplirme kapasiteleri ve dayanikliligi Sathe ve Salunke (1981)’nin
belirttigi metoda gore belirlenmistir. Orneklerin saf su ile % 2 konsantrasyonunda
soliisyonlar1 hazirlanmis ve pH’lar1 4, 6 ve 10’a ayarlanarak mini-ultra turrax (Stuart
SHM2/UK) araciligiyla 22 000 rpm’de 90 sn homojen edilmistir. Homojen edilen 6rnekler 10
ml’lik dereceli silindire alinarak 30 sn sonra toplam hacim 6l¢iilmiistiir. Daha sonra 30 dk oda
sicakliginda bekletilen koplirmiis orneklerin tekrar hacim ol¢iimii yapilmis ve kopiirme
kapasitesi (KK) ile kopiik dayanma (KD) stiresi asagidaki formiillere gore hesaplanmistir
(Shahidi ve ark., 1995; Liu ve ark., 2011);

KK (%):

(6]
x 100 (3.11)

KD (%): ——— x 100 (3.12)

VT: homojenizasyon sonrasi toplam hacim, Vo: karistirma dncesi hacim, Vt: oda sicakliginda 30 dk bekletildikten

sonraki toplam hacim
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3.2.5.2. Biyoaktif Ozelliklerin Belirlenmesi

3.2.5.2.1. Uriinlerin Analizlere Hazirh@

Elde edilmis numuneler olan, toplam ekstrakt, viicut duvari protein ekstakti (Vp), viicut
duvari protein ektrakti pepsin (VpP) ve tripsin hidrolizat1 (VpT), kolajen (Col), kolajen pepsin
hidrolizati (CP), kolajen tripsin hidrolizatt (CT), i¢ organlarin pepsin (BP) ve tripsin
hidrolizatlar1 (BT)'nin  antioksidant Ozelliklerinin  belirlenmesi igin Once farkl
konsantrasyonlarda soliisyonlar1 hazirlanmistir. Liyofilize edilmis orneklerden soliisyonlar
hazirlamak i¢in Tris-HCI buffer1 (pH 6,8) ve sodyum fosfat buffer1 (NaH2HPO4, pH 6,8)
kullanilmigtir. Kolajen numunesi i¢in ayrica 0,5 M (pH 3,2) asedik asit ¢ozeltisi de
hazirlanmigtir. Daha sonra liyofilize numunelerden alinmig ve bu bufferlarda 0,5 -1,0 - 2,5 —
5,0 — 10,0 — 20,0 mg / ml soliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu soliisyonlar antioksidan
aktivite analizlerinde kullanilmistir. Mikrobiyolojik analizler ic¢in ise Ornekler 3.2.5.5

bagliginda anlatildig1 gibi hazirlanmustir.

3.2.5.2.2. DPPH Radikalleri Siipiirme Etkisinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin DPPH radikalleri siipiirme aktivitesi Sun ve ark. (2009) metoduna gore
yapilmustir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan numunelerden 1 ml alinmis ve 4 ml % 0,004
DPPH’in metanol soliisyonu i¢ine ilave edilmistir. Karanlik ortamda 25°C’de 30 dakika
inkiibasyon sonunda, 4000 x g’de santrifiij edilen Orneklerin siipernatanti almnarak
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Kor 6rnek olarak
Iml Tris-HCI buffer1 + 4 ml %0,004 DPPH-methanol kullanilmistir. Vitamin C ve BHT
pozitif kontrol Ornekleri olarak kullamilmis ve DPPH radikalleri temizleme aktivitesi
asagidaki formiile gore hesaplanmistir;

% E = [ (Axontrol — Asmek)/Akontrol X 100]

Axontrol: kontrol reaksiyonun absorbans degeri

Asmek: 0rnegin oldugu reaksiyonunun absorbans degeri

3.2.5.2.3. Demir Selatlama Ozelliginin Belirlenmesi

Demir selatlama 6zelliginin belirlenmesi Aleman ve ark. (2011)’e gore yapilmigtir.
Hazirlanan iiriinlerin farkli konsantrasyonlarindan 1 ml alinarak deney tiipline koyulmus daha
sonra lizerine, 3,7 ml ethanol, 0,1 ml FeClz ve 0,2 ml Ferrozin ilave edilip vortex yardimiyla
karigtirilmistir. Hazirlanan karigim 25°C’°de karanlik ortamda 10 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda filtre kagidindan siizillen 6rneklerin, 562 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okumasi yapilmistir. Kor 6rnek olarak, 1 ml buffer + 3,7 ml ethanol + 0,1
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ml FeCl, + 0,2 ml ferrozin kullamilmustir. Selatlama ozelligi asagidaki metoda gore
hesaplanmis ve yiizde (%) olarak ifade edilmistir.

% DSA = [ 1- (Asmek / Akontrot) ] X 100

Auontrol: kontrol reaksiyonun absorbans degeri

Asmek: Ornegin oldugu reaksiyonunun absorbans degeri

3.2.5.2.4. indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Indirgeme giicii Liu ve ark. (2012)’nmn belirttigi metoda gore yapilmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki 6rneklerden 0,5 ml alinarak 2,5 ml 0,2 mol/I fosfat buffer1 (pH 6,8)’'nda
ve 2,5 ml %]1°lik potasyum ferisiyanid ile karistirllmistir. Karigim 50°C’de 20 dakika inkiibe
edildikten sonra i¢ine %10’luk triklorikasedik asitten 2,5 ml ilave edilmis ve 8000 x g’de 10
dk santrifiij edilmistir. Ust tabakadan 2,5 ml alinarak 2,5 ml su ve 1 ml % 0,1’lik FeCls ile
karistirilmustir. Karistirilan 6rnekler, Vitamin C ve BHT nin pozitif kontrol, kor 6rneklerin
negatif kontrol olarak degerlendirildigi analizde, tiim Orneklerin 700 nm’de absorbans
degerleri ol¢lilmiis ve yiiksek absorbans degeri daha iyi indirgeme giicii olarak ifade

edilmistir.

3.2.5.2.5. Hidroksil Radikal Tesiriyle Olusan DNA Hasarim Koruma Ozelligi

Elde edilen numunelerin DNA koruma o&zelliginin tespiti Lee ve ark. (2010)'nin
belirledigi metoda goére yapilmustir. 14 pl'lik eppendorf reaksiyon tiipiine, iginde 1 pg
pBR322 (E. coli plasmid DNA’s1) DNA bulunan ve pH'st 7,4 olan 3 pl fosfat buffer (50
mmol/l) ilave edilmistir. Daha sonra 2 mmol/l FeSOg4'ten 3 pl ve hazirlanmig tiriinlerin farkl
konsantrasyonlarindan 3 pul reaksiyon tiipiine ilave edilmistir. Son olarak 1 mmol/l H2O.'den 4
ul ilave edilerek Fenton reaksiyonu baglatilmis ve tiipler 37°C'de 30 dk inkiibe edilmistir.
Orneklerin yerine saf su ve H20> igeren tiipler kér drnek olarak kullanilmis ve reaksiyon
kontrolii yapilmistir. Saf su iceren tiipler negatif kontrol, mannitol igeren tiipler ise pozitif
kontrol olarak degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiiplerdeki karigimlar, ethidium
bromiir igeren agaroz jel elektroforezine (Thermo, OWL Easycast) tabi tutulmus ve elde
edilen DNA bantlar transilliiminatérde izlenmistir. Elde edilen bantlar, pozitif ve negatif
kontrol bantlarma gore degerlendirilmistir.

Elektroforezde kullanilan agaroz jel i¢in; 100 ml Tris-Borat-EDTA (TBE) buffer,
icerisine 1 g agaroz (Sigma) ilave edilerek mikrodalga firinda kaynayana kadar isitilmustir.
Daha sonra sogumasi igin oda sicakliginda bekletilen jel, 45-50°C” ye geldiginde, igine

onceden hazirlanmis % 1°lik ethidium bromiirden 2 pl ilave edilmistir. Ethidium bromiir ilave
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edilen jel karigtinlarak yatay elektroforez kalibina dokiilmiis ve taraklar yerlestirilerek

katilagmasi i¢in oda sicakliginda bekletilmistir.

3.2.5.2.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

3.2.5.2.6.1. Minimum Inhibasyon Konsantrasyonu (MiK) Belirlenmesi

Miiller hinton broth besiyerinde canlandirilan Salmonella typhimurium (ATCC 51812),
Bacillus cereus (ATCC 7464), Escherichia coli (ATCC 25922) ve Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) suslarindan oncelikle 0,5 McFarland bulanikliginda tamponlanmis saf su
icerisine pasajlar yapilmistir. Yaklasik olarak 107 civarinda canli hiicre igeren bu tiiplerden 96
kuyu well-platelere pasajlar yapilmistir. Daha sora bu kuyularin iizerine ¢alismada elde edilen
ekskrakt ve bilesiklerin 40 mg/ml den baslayarak 0,1 mg /ml seri seyreltimleri yapilarak hiicre
ihtiva eden kuyulara eklenmistir. 24 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasinda, 96 well-plate’ler
Thermo Elisa cihazinda 540 nm ve 600 nm dalga boylarinda 6l¢iilmiis ve kontrol grubuna
gore kiyaslanarak antimikrobiyal etkinin goriildiigli konsantrasyonlar minimum inhibasyon
konsantrasyonu olarak belirlenmistir.

Minimum inhibasyon konsantrasyonu belirlenmesi amaciyla kullanilan 96 well-plate
metoduna ilave olarak kontrol amagli makro tiip diliisyon metodu da 6rneklere uygulanmistir
(CLSI, 2006). Metoda gore bulanikligin az ya da hi¢ goriilmedigi konsantrasyonlarin birer tist
seyreltimlerinden (daha az yogunlukta bilesik igeren) baslayarak tiiplere bilesiklerin ilavesi
yapilmig ve 24 saat 37°C’de inkiibasyona tabii tutulmustur. Baslangi¢ yiikleri inkiibasyon
oncesi hepsinde ayn1 olan tilipler 24 saat inkiibasyon sonrasi ¢ikarilarak, Miiller Hinton Agar
bulunan petrilere, vorteks sonrasi 5 ul alinarak gegisi yapilmistir. 24 saat 37°C’de inkiibasyon
sonrasi, hem tiiplerdeki bulaniklik, hem de petrilerde lireme durumu g6z Oniinde
bulundurularak  minimum  inhibasyon  konsantrasyonu ve  bakteriyostatik  etki

konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.2.5.2.6.2. Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etkinin incelenmesi amaciyla disk diflizyon metodu da kullanilmistir.
Bir gece dnceden Miiller Hinton Agar’da hazirlanan bakteri kiiltiirlerinden (18-24 saat) 6ze
yardimiyla bakteri kolonileri alinarak igerisinde steril fizyolojik su bulunan tiiplere ilave
edilmis ve 0,5 McFarland bulaniklifina ulasana kadar hiicre ilavesi veya fizyolojik su ilavesi
yapilarak ayarlama yapilmistir. 0,5 McFarland’a ayarlanan tiiplerden steril swap ¢ubuguyla
alinan bakteri hiicreleri Miiller Hinton Agar besiyerine yayma suretiyle ekimleri yapilmustir.

Ekim yapildiktan sonra 0,2 ul PTFE siringa filtreden gegirilen steril hidrolizat ve diger
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ornekler minimum inhibasyon konsantrasyonunda belirlenen konsantrasyonlarda steril
disklere emdirilmistir. Emdirilen diskler ve ticari olarak elde edilebilen standart antibiyotik
ajanlar ihtiva eden diskler, ekimi yapilan petriler {izerine steril pens yardimiyla yerlestirilmis
ve 35°C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonrasi, disklerin etrafinda
gozlemlenen iireme ger¢eklesmemis alanlar, disklerin merkezinden baslayarak iiremenin
goriildiigli noktaya kadar olusan dairenin ¢api cetvel yardimiyla mm bazinda Sl¢tilmiistiir.
Daha sonra olgiilen bu ¢aplar, uluslararasi standartlarda belirtilmis c¢aplar ve standart

antibiyotik ajanlarin ¢aplartyla karsilastirilarak triinlerin antimikrobiyal etkisi belirlenmistir
(CLSI, 2006).

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Besin kompozisyonu bulgulari, hidrolizasyon derecesi, fonksiyonel ve biyoaktif 6zellik
bulgular1 standart sapma ile verilmis (s+) ve ANNOVA testine tabi tutulmustur. Ortalamalar
arasindaki onemli farkliliklar p < 0,05 olarak gosterilmis ve tiim analizler SPSS (ver. 13)

(SPPS Inc. Chicago, IL, USA) programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu ¢alismada; viicut duvari, i¢ organlar ve viicut sivisi olmak iizere {i¢ gruba ayrilan
Holothuria tubulosa oOrneklerinin gida olarak niteligi, besin kompozisyonu agisindan
incelenmis, bununla beraber viicut gruplarina ekstraksiyon, izolasyon ve hidrolizasyon
islemleri gerceklestirilerek elde edilen numunelerde; fonksiyonel ve biyoaktif 6zellikler

arastirilmistir.

4.1. Deniz Hiyarinin Morfolojik ve Besin Ozelliklerine Ait Bulgular

4.1.1. Morfolojik Olgiimler

Arastirmada kullanilan deniz hiyarlarinin besin kompozisyonlarinin morfolojik
ozelliklerle iliskisinin net bir sekilde ortaya konulmasi i¢in 6rneklerin; boy-agirlik, viicut
stvist, viicut duvart ve i¢ organ agirliklart belirlenmis, elde edilen veriler Sekil 4.1°da

Ozetlenmistir.
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Boy Araliklari = 12,4-13,5cm | 13,6-14,7 cm | 14,7-15,8 cm | 15,9-16,9cm | 17,0-18,0cm | 18,1-19,2 cm

B Frekans (%) 26,67 23,33 10 20 6,67 6,67

m Ort. Boy (cm) 12,8 14,24 15,2 16,3 17,35 18,65
Ort. Agirlik (g) 104,36 109,32 101,06 129,42 167,3 105,25

B Ort. Viicut Duvari Ag. (g) 42,6875 44,72 45,95 53,64 59,54 61,11

m Ort. ic Organ Ag. (g) 43,8221 49,42 41,81 59,2 82,42 33,79
Ort. Viicut Sivist Ag. (g) 17,851 15,17 13,3 16,58 25,35 10,35

Sekil 4.1. Holothuria tubulosa 6rneklerine ait biyometrik 6lgtimler ve frekanslarinin boy
uzunluguna goére dagilimlari (n: 100)

Arastirmada kullanilan Holothuria tubulosa 6rneklerinin boy ve agirlik degerleri
12,51 -18,12 cm ve 71,69 — 138,81 g olarak tespit edilmis, ortalama boy degeri 14,93+0,32

cm ve ortalama agirlik degeri 114,23+4,92 g olarak belirlenmistir. H. tubulosa tiirii daha
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cok Atlantik Okyanusunun Avrupa kiyilari ile Akdeniz, Ege ve Karadeniz kiyilarinda
lokalize bir tiir oldugundan ve bu bolgelerde son yillarda taninmaya baslamis ve hakkinda
oldukca az sayida bilimsel ¢alisma yapilmistir. Ege Denizi’nde bu tiir ile yapilan bir
calismada, 754 ornege ait boy ve agirliklarin 8,00 — 26,00 cm ve 30,00 — 211,00 g arasinda
tespit edildigi bildirilmistir (Gonzalez-Wangiiemert ve ark., 2014). Yine Ege Denizi’nde
yapilan bagka bir ¢alismada ise ortalama boy-agirlik degerleri sirastyla 13,80 - 49,40 cm ve
69,50 — 535,47 g araliginda bildirilmistir (Kazanidis ve ark., 2010). Canakkale Bogazinda
bu tiir ile yapilan bir ¢alisma bulunmaktadir. Dereli ve ark. (2016)’nin yaptigi bu
calismada, 598 adet H. tubulosa 6rneginde agirlik ve boy degerleri sirasiyla 6,1 - 127 g ve
5,6 - 30,3 cm olarak araliginda bildirilmistir. Diger arastiricilarin rapor ettigi boy agirlik
verileri ile bu ¢alismada elde edilen veriler paralellik gostermektedir.

Arastirmada kullanilan H. tubulosa 6rneklerinin viicut duvari, i¢ organlar ve viicut
stvist agirliklarina ait degerler 29,32 — 59,10 g, 19,18 — 72,62 g, 3,45 — 32,41 g araliginda
bulunmustur. Ortalama degerler ise sirasiyla, 48,24+2,08 g, 49,77+3,58 g, 16,21+1,51 g
olarak tespit edilmistir. H. tubulosa’ ile yapilan 6nceki galismalarda arastiricilar sadece
viicut duvarina ait veri tespiti yapmis, Canakkale Bogazi’nda viicut duvari agirligi 36-58 g
araliginda (Dereli ve ark., 2016). Ege denizinde ise 20,3-164,43 g (Vafeiadou ve ark.,
2010) ve 39,5-226,4 g (Kazanidis ve ark., 2010) olarak rapor edilmistir. H. tubulosa tiiriine
ait tespit edilen bu degerlerin bu ¢aligma verileri ile uyum icerisinde oldugu belirlenmistir.

Viicut sivist agirhigr ile ilgili ise diger deniz hiyart tiirlerinde caligmalar
bulunmaktadir. Ornegin Apostichopus japonicus tiirii ile yapilan bir ¢alismada 0-15 cm
boy ve 100-150 g agirliga sahip ait 6rneklerden 5-10 ml viicut sivisi toplandigi rapor
edilmistir (Xing ve ark., 2008). Holothuria leucospilota tiirii iizerine yapilan baska bir
caligmada ise viicut sivist miktar1 40-60 ml arasinda elde edildigi bildirilmistir (Xing ve
ark., 1998). Bu ¢alismada H. tubulosa’nin viicut sivisi agirligi ise 10,35-20,35 g araliginda
belirlenmistir. Viicut sivist miktar1 ayni tiirde, ayn1 boy ve agirlikta dahi farkli yasam
ortamlar1 ve sartlarina bagli olmak tlizere degisebilmektedir. Bu sebeple arastirmacilar,
ornekleri 6n sartlandirma havuzlarinda dinlendirerek ¢alismalarini slirdiirmekte, canlinin
fizyolojik olarak belli bir durumda stabil kalmasi saglanmaktadir. Dolayisiyla bu ¢aligma
da dahil tiim c¢alismalarda tespit edilen siv1 agirlik verilerinin farklilik géstermesi normal

karsilanmaktadir.

4.1.2. Besin Kompozisyonu

Deniz hiyarinin genellikle viicut duvart besin olarak tiiketilmekte, i¢ organ ve
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gonadlarin tiikketim oran1 diisiik diizeyde ve yerel olarak gerceklesmektedir. Viicut sivisinin
ise agik deniz balikciligi sirasinda balik¢ilar tarafindan tonik olarak tiiketildigi
bildirilmektedir. Bu nedenle yapilan bu ¢alismada, H. tubulosa’nin besin kompozisyonu;
viicut duvari, i¢ organlar ve viicut sivisi olmak lizere ii¢ ayr1 kisimda incelenmis ve elde

edilen bulgular mevsimsel degisimleri ile beraber Cizelge 4.1’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Holothuria tubulosa 'nin besin kompozisyonu degerleri (%)

Ilkbahar Yaz Sonbahar Kis

Viicut Duvari 81,37+1,97° 82,77+0,76®  86,51x1,97°  85,64+0,76
f¢ Organ Su  9338+2,43% 90,51+2,14°  92,62+2,28"  92,74+1,85%
Viicut Stvist 97,91£2,31>  98,13+£2,13°  97,65+2,25> 97,82+2,85°
Viicut Duvari 8,22£0,26°  10,22+0,32%  7,75£0,30°  7,89+0,65°
f¢ Organ Protein  3,12+0,46°  544+0,528  4,12+0,24*  4,36+0,36°
Viicut Stvisi 1,3140,04*  1,24+0,03° 1,4140,02%  1,40+0,05
Viicut Duvari 1,82+0,13®  1,90+0,012 1,61£0,13°  1,76+0,01%°
f¢ Organ Yag  2,05+0,17%  2,37+0,252 1,23£0,08°  1,42+0,15%
Viicut S1visi - - - -
Viicut Duvari 4,7240,718  5,1040,41%  4,1440,71*  4,5240,41°
f¢ Organ Kil — 0,88+0,04°  1,43+0,072 1,810,118 1,11+0,09%
Viicut Sivis 0,67£0,08%  0,46+0,03° 0,49+£0,05°  0,62+0,122

- tespit edilememistir. Degerler ii¢ tekerriirde ortalama =+ Ss (Standart sapma) olarak verilmistir. Ayni
satirda farkli Gist simgeler istatistiki a¢idan farkin 6nemli oldugunu ifade etmektedir (p<0,05)

Bu ¢alismada H. tubulosa’nin viicut duvarina ait besin bilesenleri sirasiyla, su %
81,37- % 86,51, protein 7,75- 10,22, yag % 1,61-1,90 kiil miktar1 ise % 4,14-5,10 olarak
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada mevsimlerin, viicut duvari su, protein ve yag miktari
tizerine 6nemli etkisinin oldugu (p<0,05), ancak kiil miktarina bir etkisinin olmadig tespit
edilmistir (p>0,05). H. tubulosa ile yapilan diger calismalarda ise viicut duvari su, protein,
yag ve kil degerleri % 84-86, % 7,2-8,2, % 0,11-0,16 ve % 7,4- 7,6 araliginda
bildirilmistir (Cakli ve ark., 2004; Aydin ve ark., 2011; Sicura ve ark., 2012).
Aragstiricilarin bulgular1 bu ¢alismada tespit edilen bulgular ile paralellik gostermektedir,
ancak yaz mevsimindeki protein ve ham yag miktarlarinin diger ¢alismalarda rapor edilen
miktarlardan fazla oldugu belirlenmistir. Bunun nedeninin yapilan c¢aligmalarda

orneklemelerin  tek seferlik ve bahar aylarinda yapilmasindan kaynaklandigi
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diisiiniilmiistlir. Bu ¢alismada istatistiki agidan da yaz mevsimindeki besin kompozisyonu
degerlerinin, diger mevsimlerden 6nemli derecede farkli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Dolayisiyla H. tubulosa’ya ait olan diger arastiricilarin bulgular1 da farklilik géstermekte,
yaz mevsimindeki su sicakligi ve beslenmedeki optimum durumun, canlinin besin

kompozisyonuna etkisi, sonug olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.2. Holothuria tubulosa’nin viicut duvari (a), i¢ organ (b) ve viicut sivisi (c)’na ait

besin kompozisyonu bulgularinin mevsimsel degisimi

I¢ organlarm besin bilesenleri su %90,51 — 93,38, protein % 3,12- % 5,44, ham yag
icerigi %1,23 -%2,37, kiil miktar1 %0,88-0,81 arasinda tespit edilmistir. I¢ organlarin
makro besin bilesenlerinde mevsimsel agidan onemli derece farklilik tespit edilmistir
(p<0,05). Viicut sivisinda besin bilesenlerinin orant; % 97,65 - %98,13 su, %1,24 — %1,41
protein ve %0,46 - % 0,67 kil miktar1 olarak belirlenmis, yag icerigi ise tespit

edilememistir. Viicut sivis1 besin kompozisyonu degerlerinde mevsimlere gore istatistiki
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acidan 6nemli farklilik bulunmustur (Sekil 4.2) (p<0,05). Deniz hiyarinin i¢ organ ve viicut
stvisinin besinsel ozelligi, ¢esitli arastiricilar tarafindan da farkli tiirlerde incelenmistir.
Ornegin, Mamelona ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, Atlantik deniz hiyar1 olarak
bilinen Cucumaria frondosa’nin i¢ organlarina ait su, protein, yag ve kiil miktarlarinm
strastyla, %92,3, %4,5, %2,0 ve %0,7 olarak bildirilmistir. Ayni tiir ile yapilan bir bagka
calisma da ise i¢ organlarinin toplam su, protein, yag ve kiil miktarlar1 % 90,1, % 5,11, %
0,70 ve % 3,03 olarak rapor edilmistir (Zhong ve ark., 2007). Apostichopus japonicus tiirii
ile yapilan bagka bir ¢alisma da ise, i¢ organlarinin besin bilesenleri % 80 - 88 su, % 1 - 4
protein, % 0,6 - 1,3 yag, % 5,34 - 6,85 kiil olarak belirlenmistir (Lee ve ark., 2012). Bu
calismada H. tubulosa’dan elde edilen veriler arastiricilarin bulgulariyla benzerlik
gostermekte, sadece H. tubulosa’nin i¢ organlarinda diger tiirlere gore fazla yag igerigi
bulunmaktadir. Bunun nedeninin tlir, yasama ortami1 ve beslenme rejiminden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Benzer farklilik viicut sivisindaki protein miktarinda da
goze carpmakta, H. tubulosa tiiriinde tespit edilen % 1,24 — % 1,41 liik protein igerigi,
Stichopus badionotus, Stichopus variegatus ve Bohadschia mamorata tiilerinde sirasiyla,
% 0,18, % 0,21 ve % 0,72 olarak belirlendigi ifade edilmektedir (Hawa ve ark., 1999).

4.1.3. Amino Asit Kompozisyonu

Deniz hiyar1 viicut duvari ve i¢ organlarmin amino asit kompozisyonu ve dagilimlari
Cizelge 4.2°de Ozetlenmistir. Amino asit kompozisyonu gidalardaki protein kalitesinin
belirlenmesinde 6nemli bir faktor olarak bilinmektedir. Genel anlamda, yiiksek protein
icerigine sahip gidalar ayn1 zamanda esansiyel ve toplam amino asit bakimindan da ytiksek
igerige sahip olarak bilinmektedir (Wu, 2009). Bu ¢alismada toplam amino asit miktar1 100
g deniz hiyan etinde 8,10 ila 9,80 g arasinda belirlenmis, glisin ve alanin baskin asitler
olarak tespit edilmistir. Deniz hiyarlar1 degerli amino asitleri, farkli oranlarda kombine
olarak biinyesinde barindirmaktadir. Glisin bir¢ok tiirde baskin amino asit olarak (5,57 —
12,5 g/100g) rapor edilmis, diger amino asitler ise sirasiyla; glutamik asit (4,69 - 7,31
0/100g), aspartik asit (3,48 — 5,06 g/100g), alanin (2,95 - 5,77 ¢g/100g) ve arjinin (2,71-
4,95 g/100g) olarak bildirilmistir (Wen ve ark., 2010; Bechtel ve ark., 2012; Haider ve
ark., 2015). H. tubulosa tiiriine ait Adriyatik Denizi’nde yapilan bir ¢alismada ise, glisin
(% 10,36) ve glutamik asit (% 8,3) en fazla bulunan asitler olarak bildirilmistir (Sicuro ve
ark., 2012). Ayni ¢alismada esansiyel amino asitler arasindaki baskin asitlerin ise, bu
calismada da tespit edildigi gibi, treonin ve valin’in oldugu ifade edilmistir.

Cizelge 4.2. Holothuria tubulosa viicut duvarinin amino asit kompozisyonu
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Ilkbahar Yaz Sonbahar Kis
Esansiyel Amino Asitler (g/100g)
Histidin (His) 0,10+0,01* 0,11 +£0,000 0,11+0,028 0,12+0,01°
izol5sin (Ile) 0,25+0,01* 027+0,02° 0,24+0,01* 0,23+0,012
Losin (Leu) 0,38 +0,00°  0,42+0,02° 0,35+0,03* 0,37 +0,02°
Lisin (Lys) 0,02+0,022  0,02+0,01* 0,01+0,028 0,03 +0,02°
Methiyonin (Met) 0,16+0,00° 0,17+0,01* 0,15+0,03% 0,15+0,022
Fenilalanin (Phe) 0,23 +0,00° 024 +0,000 0,21+0,01* 0,22+0,01°
Triptofan (Trp) 0,02 £0,00*8  0,02+0,008 0,02+0,01* 0,02+0,012
Treonin (Thr) 0,92 0,03  1,07+0,04% 0,69 +0,05 0,84+ 0,04
Valin (Val) 0,42+0,01* 044+0,01*> 0,39+0,0620 0,38+0,04°
;‘?Tﬂ’i'sg“ AE;?{;'VE' 2,50+ 0,04  276+0,05 2,18+0,05" 2,36 0,05
Esansiyel Olmayan Amino Asitler (g/1009)
Aspartik Asit (Asp) 0,63 £0,00° 0,67+0,00° 0,58+0,00 0,60+ 0,00
Alanin (Ala) 1,65+0,04% 1,72+0,04° 1,44+0,11* 1,50+0,082
Avrjinin (Arg) 0,54+ 0,03  0,58+0,000 0,58+0,09° 0,52+ 0,05
Sistin (Cys) n.d. n.d. n.d. n.d.
Glutamik Asit (Glu) 0,81+0,12> 0,91 +0,000 0,72+0,03 0,73 £0,01°
Glisin (Gly) 1,72+ 0,25 1,90+0,20* 1,42+0,35* 1,56 +0,29°
Hidroksiprolin (Hyp) 0,05+0,01®® 0,060,012 0,070,012 0,02+ 0,00
Prolin (Pro) 0,54+0,01*  0,52+0,01* 0,51+0,09° 0,52+0,122
Serin (Ser) 0,27+0,04%  029+0,02° 0,30+0,05 0,26+0,03?
Tyrozin (Tyr) 0,35+0,01* 039+0,01° 0,32+0,05 0,33+0,03%
g?ﬂ:ﬁnEffr?ﬁLyoeksi dor | GS6EO01IT 704£0,14° 5,920,000 6,04+0,08°
Toplam Amino Asit 9,06 +0,08°  9,80+0,09° 8,10+0,05% 8,400,072
EAA/EOAA 0,38 0,39 0,37 0,39

Degerler g/100 g toplam amino asit olup, iki tekerriiriin ortalama = SD (standart sapma) degerleridir (n=2)
Ayni satirda farkli harfler istatistiki agidan 6nem tasiyan farkliligi ifade etmektedir (p<0,05)
EAA: Esansiyel amino asitler, EOAA; Esansiyel olmayan amino asitler

Canlinin tiirli, yasadigi ortam, beslenme, iireme ve avlandigi zaman besin
bilesenlerine etki eden Onemli unsurlardir. Mevsimlere bagli olarak amino asit
kompozisyonundaki degisimler incelendiginde, bu ¢aligmada toplam amino asit miktarinin
en fazla yaz mevsiminde (9,80 g/100g), en diislik ise sonbahar mevsiminde (8,10 g/100g)
oldugu tespit edilmistir (p>0,05). Bazi amino asitlerin ise, treonin, aspartik asit ve
hidroksiprolin, mevsimsel agidan 6nemli farkliliklar gosterdigi bulunmustur (p<0,05).

Besinlerde esansiyel amino asitlerin, esansiyel olmayanlara orani, sagligi optimize
eden ve protein yararlannmini ifade eden “ideal protein” in gostergesi olarak kabul
gormektedir (Wu, 2009). Bu g¢alismada EAA: EOAA oranm1 0,37 ila 0,39 arasinda
degerlerde belirlenmistir. Bu oran, Sicuro ve ark. (2012) tarafindan Holothuria tubulosa
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icin 0,40 olarak bildirilmis, farkli tiirlere ait diger ¢aligmalarda ise bu oranin 0,25 ila 0,60
arasinda degistigi tespit edilmistir (Wen ve ark., 2010; Omran, 2013). Calismamizda tespit
edilen amino asit bulgularinin genel anlamda yapilan ¢alismalarda rapor edilen degerler

igerisinde oldugu goriilmiistiir.

4.1.4. Yag Asidi Kompozisyonu

Yaglar fosfolipidler, trigliseritler ve steroidler olmak iizere ii¢ gruptan olusmakta su
tiriinlerinde yaglar genel olarak % 0,1-25 araliginda bulunmaktadir. Bu canlilarda yag
asitleri sayilarla karakterize edilmekte, igerigini temelde doymamis yag asitleri (UFA)
olusturmaktadir. Su drilinleri genel anlamda % 20 doymus ve % 80 doymamis yag
asitlerinden olusmaktadir. Bu caligmada makro omurgasiz bir canli olan Holothuria
tubulosa’nin viicut duvar1 érneklerinden elde edilen yag asidi kompozisyonu Cizelge 4.3’te

sunulmustur.

Cizelge 4.3. Holothuria tubulosa viicut duvarinin yag asidi kompozisyonu

Yag Asidi Ilkbahar Yaz Sonbahar Kis
C12:0 n.d.c n.d.c 0,62 + 0,082 0,21 +0,02°
C14:0 0,70+ 0,09° 1,23 +0,08" 1,92 0,252 1,45 +0,13°
C15:0 0,37+0,02° 1,22+0,122 0,55 = 0,08" 0,12 +0,03¢
C16:0 12,49 +£0,12° 8,78+0,35° 12,57 +0,06" 13,87 £0,112
C17:0 1,81 +£0,08° 2,29+0,17° 1,27 +0,14° 1,42 £0,12¢
C18:0 8,45+0,45% 9,45+ 0,672 7,03 + 0,38° 5,98 +0,23°
C20:0 2,60+0,05° 221+021°  241+0,02% 3,78 £ 0,132
C21:0 2,31 +£0,06° 3,09+ 0,292 1,90 + 0,04° 1,47 +£0,03°
C22:0 945+0,11° 14,17 +1,30% 7,75+ 0,04 6,52 + 0,06°
C23:0 0,52+ 0,05 0,40 +0,18° 1,03 + 0,042 0,75 + 0,092
C24:0 n.d. n.d. n.d. n.d.
YSFA 38,72 + 42,85+290* 37,04+ 1,07° 35,57 + 0,80°
Cl14:1 0,68 +0,06° 1,24 + 0,032 0,41 +0,17° 0,32 + 0,08¢
C15:1 0,54+0,02° 0,71 +0,012 0,37 + 0,05¢ 0,45+ 0,01°
C16:1 3,72+ 0,07° 2,18 +0,07° 420 + 0,032 4,10 + 0,092
C17:1 1,10+ 0.06° 2,10 + 0,042 0,37 £ 0,08¢ 0,35 + 0,05¢
C18:1n9c 9,95+0,43° 10,73+026° 12,88+ 1,192 11,41 £ 0,56
C18:1n9t 0,52+ 0,062 0,46+0,07® 0,44 +0,06® 0,35+ 0,04°
C20:1n9 2,96+0,35°  2,00+0,08° 3,29+ 0,40 4,10 + 0,452
C22:1n9 1,90 £0,10° 1,46 +0,06° 2,02 +0,14° 2,72+ 0,162
C24:1n9 4,85+0,35> 7,46 +0,48? 3,92 +0,17° 2,78 £0,21¢
YMUFA 2622+ 1,417 2833+1,032 27,90 +2,7222 26,58 + 1,632
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Cizelge 4.3'iin devami

C18:2n6¢ 4,84+0,34> 3,42 +0,42° 5,92 + 0,382 5,41 +0,41%
C18:2n6t n.d.c n.d.c 1,83 + 0,207 0,87 + 0,09°
C20:2 2,42+0,12° 3,16+ 0,207 2,03 +0,14° 1,92 +£0,11°
C22:2 3,41+021°  4,19+0,132 1,58 +0,27¢ 2,56 +0,18°
C18:3n3 0,78 +0,04° 0,39+ 0,032 1,03 £ 0,04P 1,35+ 0,05°
C18:3n6 2,36 +0,16° 2,89+ 0,06 1,82 +0,18° 1,98 + 0,09°
C20:3n3 1,78+ 0,13 2,09+ 0,122 1,52 +0,12° 1,55+0,11°
C20:3n6 2,13+0,172 1,64+ 0,09° 1,67 +0,15° 1,80 + 0,112
C20:4n6 6,41+ 0,39  3,06+0,27" 6,75 + 0,90 7,89 + 0,922
C20:5n3 498 +048  325+021°  4,12+0,55%® 5,12+0,51°
C22:6n3 5,97+0,52% 472 +0,83° 6,78 + 0,642 7,40 + 0,752
Y PUFA 35,07 + 28,80+ 1,99 35,05+ 3,49% 37,85 + 3,232
S'n3 13,51+ 10,45+ 1,13 13,45+ 1,322 15,42 1,37
S'n6 15,73+ 0,66 11,01 £0,71° 17,99 + 1,76 17,95 + 1,582
n3:né 0,86 0,95 0,5 0,86

né : n3 1,17 1,06 1,34 1,16

Degerler % toplam yag asidi olup, ii¢ tekrarin + SD (standart sapma) ortalama degerleridir (n = 3)
n.d.; Belirlenememistir. Ayni satirda farkli harfler istatistiki agidan 6nem tasiyan farklihig: ifade etmektedir
(p<0,05)

Calismada beklenildigi gibi, H. tubulosa’ya ait doymamis yag asitleri (UFA) (% 57-
64), doymus yag asitleri (SFA)’nden (% 35-42) daha fazla miktarda tespit edilmistir.
Doymus yag asitlerinden palmitik asit (C16) (ort. % 12) baskin doymus yag asidi (SFA)
olarak belirlenmistir. Doymamis yag asitleri arasinda ise tekli doymamis yag asidi
(MUFA) olan oleik asit (C18) (ort. % 11), ¢oklu doymamis yag asitleri arasinda n-3 serisi
yag asitleri olarak bilinen arasidonik asit (C20:4) (ort. % 6) ve dokosaheksanoik asit
(C22:6) (ort. % 6), viicut duvarinda en bol bulunan (PUFA) olarak tespit edilmistir.

Deniz hiyar tiirlerinin besinsel nitelikleri ile calisan bir ¢ok arastirici, viicut
duvarinda yaptiklar analizlerde, dominant yag asitlerini; doymus yag asidi olarak palmitik
asit, tekli doymamis yag asidi olarak oleik ve ¢oklu doymamis yag asidi olarak da
eikosapentaenoik asit seklinde bildirmistir (Fredalina ve ark., 1999; Zhong ve ark., 2007,
Wen ve ark., 2010; Yahyavi ve ark., 2012). Bu ¢alismalar arasinda, Fredalina ve ark.
(1999) Stichopus chloronotus’tan ekstrakte ettikleri major yag asitlerini sirastyla % 25
eikopentaenoik asit (C20:5), % 21 oleik asit (C18:1), % 12 linoleik asit (C18:2), % 12
palmitik asit (C16:0) ve %12 steraik asit (C18:0) olarak bildirmistir. Zhong ve ark. (2007)
ise Cucumaria frondasa’nin major yag asitlerini sirasiyla %43 eikopentaenoik asit (C20:5),
% 7 palmitoleik asit (C16:1), % 5 heksadekatetraeonik asit (C16:4 n-3) ve % 4 oleik asit
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(C18) olarak ifade etmislerdir. H. tubulosa tiiriinde ise yag asitleri ile galisan arastiricilar
major yag asitlerini; eikosatrienoik asit (C20:3n3) (% 0,5- 21), dokoheksanoik asit
(C22:6n3) (% 5-15), arasidonik asit (C20:4n6) (% 0 — 14), linolenik asit (C18:3n3) (% 0,5
— 11) olarak bulmuslardir (Aydin ve ark., 2011; Sicuro ve ark., 2012). Bu ¢alismada ise
major yag asitleri palmitik asit C16 (%8-13), steraik asit C18 (%6-9), behenik asit C22
(%7-14) ve oleik asit C18:1n9 (%10-12) olarak tespit edilmis ve diger arastiricilarin
calisma sonuglart ile farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu farkliliklarin en 6nemli
nedeni; bu canlinin yasama alanindaki farkli besin kaynaklar1 ve degisen c¢evresel
faktorlerin yag asidi kompozisyonu ve miktarin1 etkilemesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Fredalina ve ark., 1999; Ginger ve ark., 2000). Bu ¢alismada 6zellikle
mevsimler arasinda olusan farkliliklar istatistiki acidan da degerlendirilmis ve 6nemli
bulunmustur (p<0,05), (Cizelge 4.3).

Major yag asitleri ve miktarlarinda tespit edilen farkliliklar, ayni sekilde, toplam yag
asidi miktarlarinin dagiliminda da tespit edilmistir. Bu galismada, H. tubulosa’ya ait
> SFA, > MUFA ve Y PUFA ile n3:n6 degerleri sirastyla %35-43, %26-28, %29-38 ve 0,5-
0,95 olarak tespit edilmistir. Tespit edilen degerler, dnceki ¢aligmalarda H. tubulosa ve
diger tiirlere ait bulgulardan farklilik gostermektedir. H. tubulosa’nin ayni familyaya ait
tirlerden dahi farkli toplam yag asidi miktarlarina sahip oldugu goriilmiistiir. Yahyavi ve
ark. (2012) > SFA, YMUFA ve Y PUFA degerlerini Holothuria scabra’da sirasiyla %37,
%25, %36 ve Holothuria leucospilota’da ise %34, %30, %35 olarak bildirmistir. Ayni
arastirmacilar n3:n6 oranin1 H. scabra i¢in 0,76, H. leucospilota i¢in 1,14 olarak rapor
etmistir. Bagka bir ¢alismada ise yine bu iki tiire ilave olarak Holothuria atra ve Stichopus
horrens’de incelenmis, > SFA, > MUFA ve > PUFA degerleri, sirasiyla, H. atra i¢in %57,
%4 ve %38 olarak, H. leucispilota igin %36, %4 ve %43 olarak bildirilmistir (Ridzwan ve
ark., 2014). Bechtel ve ark. (2012) Parastichopus californicus’un viicut duvari Y SFA,
> MUFA,Y PUFA ve n3:n6 orani degerlerini sirasiyla %26, %39, %28 ve 1,83 olarak
bildirmislerdir. H. tubulosa’ya ait toplam yag asidi miktarlarinin dagilimi ise, > SFA,
>MUFA ve ) PUFA sirasiyla %14-17, %13-14, %53-62 olarak bildirilmistir (Aydin ve
ark.,2011; Sicura ve ark., 2012). Bu ¢alismada yag asitleri bulgularinin, diger deniz hiyari
tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda bildirilen degerler arasindaki farkliligin temel nedeninin tiir
farkliligindan ileri geldigi diistiniilmektedir. H. tubulosa ile yapilan ¢alismalarda bildirilen
degerler ile farkliligin en onemli nedenleri ise; ayni tlirdeki deniz hiyarlarinin farkli yag
asidi kompozisyonuna sahip olmalarinin ana nedenleri olan, avlanma mevsimi ve bolgesi

oldugu distiniilmektedir (Zhang ve ark., 2017).
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4.1.5. Mineral Madde Kompozisyonu

Deniz hiyar1 orneklerinde tespit edilen mineraller ve miktarlar1 Cizelge 4.4°te
sunulmustur. Viicut sivisi orneklerinde bor, demir, selenyum, silisyum, fosfor, sodyum
magnezyum ve potasyum tespit edilmis, diger minerallere rastlanmamistir. Bunlar arasinda
ise silisyum 302,05+14,32 pg/kg ile viicut sivisinda en fazla bulunan mineral olarak
belirlenmistir. Viicut duvari ve i¢ organ 6rneklerinde de en bol bulunan iz mineral yine
silisyum (91136,12 nug/kg) olarak tespit edilmis, makro minerallerde ise her iki 6rnek
gurubunda en fazla sodyum (1212,46 pg/kg) belirlenmistir. Silisyum elementi yeryiiziinde
en ¢ok bulunan elementlerden biridir ve deniz kumunda ¢ok miktarda bulunmaktadir. Bu
nedenle, bentik camurunu sindirim kanalindan gecirerek hayatlarini siirdiiren deniz
hiyarlarinda genel olarak silisyumun yliksek oranda bulunmasi normal karsilanmaktadir
(Lowenstam ve Rossman, 1975).

Bu ¢aligmada viicut duvari ve i¢ organlar drneklerinde tespit edilen tiim minerallerin
miktar1, bakir, kalay ve kiikiirt disinda, istatistiki acidan farklilik gdstermistir (p<0,05)
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Holothuria tubulosa’da tespit edilen mineraller ve miktarlari

Element  Simge Birim  Viicut Duvari i¢ Organlar Viicut Sivisi
Giimiis Ag pgkg <6,89 <6,89 <6,89
Aliiminyum Al pg/kg <0,49? 29703,88+3019,67° <0,49?
Arsenik As ugkg  475,98+22,99? <1,38" <1,38"
Bor B  ugkg 2726,46£156,30*  1178,33+67,78" 42,1+0,12
Bizmut Bi  ugkg <10,43 <10,43 <10,43
Kadmiyum  Cd pg/kg 69,70£6,80° 208,50+13,96° -
Kobalt Co pugkg 20,68+1,902 117,86+6,15° -
Krom Cr ngkg 86,762,092 285,16+14,89° -
Bakir Cu pugkg  839,69+35,03 963,40+32,412 0,07+0,01°
Demir Fe ugkg  548,20+26,10°  40008,74+2247,34 -
Mangan Mn pngkg 81,74+4,802 1092,78+36,01° 0,03+0,01°¢
Molibden Mo pngkg <7,37 <7,37 <7,37
Nikel Ni  pgkg 56,27+4,22° 550,12+8,37° -
Kursun Pb  ugkg <17,002 2115,25+135,66" -
Platin Pt pngkg 4,98+0,25° 162,51+10,99° -
Antimon Sb pugke 17,38+1,49° <6,01° <6,01°
Selenyum Se pgkg  306,77+5,932 180,54+11,75° 0,03+0,01°
Silisyum Si  pg/kg 9861,49+253,317  91136,12 £4789,22°  302,0+53,31°
Kalay Sn pgkg  554,57+14,29° 325,67+11,96 -
Titanyum Ti  upgke <1,20? 1105,40+60,60° <1,20?
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Cizelge 4.4’iin devami

Tungsten W  pngkg <10,09 <10,09 <10,09
Cinko Zn ugkg 2173,60+154,76*  5277,24+208,98" -

Civa Hg pngkg 175,99+8,062 122,42+4 45 -

Fosfor P mglkg 48,75+2,882 202,28+9,40° 0,16+0,02°
Kiikdirt S mg/kg  543,48424,482 540,73+11,452 -
Sodyum Na mg/kg 3902,93+78,37% 1212,46+69,67" 5400,87+52,34°
Magnezyum Mg mg/kg  431,24+13,97° 189,26+6,37° 1268,32+18,42°
Potasyum K mg/kg 443,64+20,042 80,16+5,20P 1181,42+38,21°¢

Kalsiyum Ca mglkg 2807,70£74,74°  460,47+29,79"  998,45+94,74°

n=3, ortalamatstd. sapma

Elde edilen bulgular toksik elementler agisindan incelendiginde ise viicut duvari ve
i¢ organlarda; arsenik, civa, nikel, kursun ve kadmiyum tespit edilmis, arsenik ise sadece
viicut duvar1 drneklerinde (0,47 mg/kg) saptanmustir. I¢ organlarda tespit edilmeyen bu
metale viicut duvarinda rastlanmasi, canlinin biyolojik aktivitesinde bu metali kullanmasi
ile aciklanabilmektedir. Bazi durumlarda, canlilar, arsenigi fosfor kitliginda
depolayabilmekte ve depoladigi bu arsenigi fosfor eksikliginde kullanarak, biyolojik
aktivitelerini devam ettirebilmektedir (Eisler, 1988; Peraza ve ark., 1998). Yasal
diizenlemelerde arsenik i¢in verilen limit deger, kabuklu ve yumusakcalar icin 1mg/kg
olarak ifade edilmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2002). Bu ¢alismada tespit edilen arsenik ve
diger toksik metal igerikleri, yasal diizenlemelerde verilen limit degerlerin altinda
belirlenmistir Bu elementlere ait limit degerler ve H. tubulosa’da elde edilen bulgular

Cizelge 4.5°de karsilastirilmistir.

Cizelge 4.5. Holothuria tubulosa’da tespit edilen toksik metaller ve ulusal limit degerleri

Element Tespit Edilen Miktar(mg/kg)  “Limit Deger (mg/kg)
Arsenik 0,47 1

Cwva 0,17 1,0

Nikel 0,06 0,2

Kursun <0,02 0,5-1,5

Kadmiyum 0,07 0,5-1

* Tiirk Gida Kodeksi’ nin benzer deniz iiriinleri i¢in belirledigi limit degerler derlenmistir

Wen ve Hu (2010) yaptiklar1 ¢alismada, 11 farkli islenmis ticari deniz hiyari tiiriinde
mineral madde kompozisyonunu belirlemisler, elde ettikleri bulgularda makro mineralleri

sirastyla, klor, sodyum, kalsiyum, magnezyum ve potasyum olarak rapor etmislerdir. iz
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minerallerden ise, demir, ¢inko, bakir-manganez, selenyum, krom ve nikel bulundugunu,
toksik metallerden ise arsenik (1,1 — 6,1 mg/kg), kadmiyum ve kursun varligina
rastladiklarini ifade etmislerdir (Wen ve Hu, 2010). H. tubulosa’nin viicut duvar1 mineral
igerigi, bu ¢alismada kullanilan 11 tiiriin viicut duvar1 mineral igerigine, 6zellikle makro
mineral miktarlar1 bakimindan, benzerlik gdstermistir. Iz elementlerde tespit edilen bazi
farkliliklarin ise tiir farkliligindan ileri geldigi diistiniilmektedir.

I¢c organlarin mineral igerigi ile yapilan bir ¢alismada, Cucumaria frondosa tiirii
kullanilmis ve makro elementlerin potasyum (18 g/kg), sodyum (12 g/kg), magnezyum (2
0/kg) ve kalsiyumdan (1 g/kg) olustugu rapor edilmistir. Ayni ¢aligmada iz minerallerin ise
baslica, bakir (220 mg/kg), demir (188 mg/kg) ve ¢inko (91 mg/kg)’dan, agir metallerin ise
arsenik (9 mg/kg), nikel (3 mg/kg), kursun ve kadmiyum (0,7 mg/kg)’dan olustugu
bildirilmistir (Mamelona ve ark. 2010). Bu ¢alismada H. tubulosa’nin i¢ organlarina ait
makro mineral bulgular1 C. frondosa tiirline benzer bulunmus, ancak iz mineraller,
ozellikle agir metaller ile arasinda bazi farkliliklar tespit edilmistir. Calismamizda tespit
edilen agir metallerin, 6zellikle arsenik miktar1 C. frondosa i¢in rapor edilen degerden
daha diistik seviyede tespit edilmistir. Bu farkliligin deniz hiyarinin direkt olarak yasadigi
bentik ve deniz suyu mineral yapisi ile alakali olmasindan, yani sira, tiirlere gére degisiklik

gosteren mineral biriktirme egiliminden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

4.2. Deniz Hiyar: Protein ve Hidrolizatlarina Ait Bulgular

4.2.1. Hidrolizasyon Derecesi

Deniz hiyar1 viicut duvart ve i¢ organlardan protein ve viicut duvarindan kolajenin
enzim ile  hidrolizasyonu isleminde  hidrolizasyon  verimleri  hesaplanmus,
degerlendirmelerde her hidroliz agsamasinda enzim konsantrasyonu, sabit degisken olarak
kullanilmistir. Bu ¢alismada hidrolizasyon derecesinin belirlenmesi amaciyla elde edilen

bulgularin sonuglar1 % HD olarak Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3. Holothuria tubulosa’ya ait toplam protein, kolajen ve i¢ organlarin farkli enzim

konsantrasyonlarinda tespit edilen hidrolizasyon dereceleri

Hidrolizasyon derecesi (HD) protein hidrolizati i¢indeki ayrilan peptid baglarinin
yiizdesi olarak tanimlanmaktadir. Su {irlinleri proteinlerinin ticari enzimler ile
hidrolizyonlarinin dereceleri, substratin yapisi, enzim-substrat orani ve hidrolizasyon
sartlart; tampon, pH ve sicaklik gibi parametrelere bagli olarak degisim gdstermektedir
(Quaglia ve Orban, 1990; Kristinsson ve Rasco, 2000; De Holanda ve ark., 2006). Enzim
oraninin kismi olarak artirilmasi, hidrolizasyon derecesini belirli seviyeye kadar artirsa da,
asil etkili olanin enzim tiirii ile substrata uygunlugu olarak ifade edilmektedir (Quaglia ve
Orban, 1990).

Bu caligmada hidrolizasyon amaciyla pepsin ve tripsin enzimleri kullanilmis ve bu
enzimlerin katalize etme 6zelliklerinin en iyi oldugu pH ve sicakliklarda (pepsin: pH 2,8-
3,2 ve 37°C; tripsin pH 7,8-8,2 37-50°C) hidrolizasyon islemleri gergeklestirilmistir.
Ornekler arasindaki istatistiki iliski enzim konsantrasyonu ve drnek gruplar {izerinden
yapilmistir. Elde edilen bulgulara gére enzim konsantrasyonunun artmasi ile hidrolizasyon

derecesinin genelde arttig1 belirlenmistir. Kullanilan % 6, % 4 ve % 1 enzim

56



konsantrasyonlarinin hidrolizasyon derecesine etkileri tiim gruplarda onemli derecede
farkli bulunmustur (p<0,05). Yalnizca toplam proteinin tripsin ile hidrolizatinda kullanilan
enziminin %6 veya %4 olmas1 herhangi 6nemli fark yaratmamistir (p>0,05). Fonksiyonel
ve biyoaktif peptidler ile protein makromolekiillerinin eldesi amaciyla yapilan ¢caligmalarda
hidrolizasyon derecesinin, farkli kosullarin denenerek belirlenmesi daha saglikli sonuglar
vermektedir. Yapilan ¢aligmalar arasinda, deniz hiyar1 proteinlerinin farkli enzim ve
konsantrasyonlar1 ile degisen kosullarda hidrolizasyon dereceleri bildirilmistir. S.
horrens’in viicut duvarmin tripsin, protamex, papain ve bromelain enzimleri ile en yliksek
hidrolizasyon dereceleri sirastyla % 14,9, % 11,2, % 8,2 ve % 5,6 olarak rapor edilmistir
(Forghani ve ark., 2012). Deniz hiyar1 i¢ organlardan elde edilen toplam proteinlerin, %
0,75 (w/w) oraninda alkalaz enzimi ile elde edilen hidrolizatlarin hidrolizasyon derecesi %
5,6 olarak bildirilmistir (Mamelona ve ark., 2009). Yan ve ark. (2016) Cucumaria
frondosa deniz hiyar tiiriine ait i¢ organlarin % 2 konsantrasyondaki (w/v) pepsin ve
tripsin enzimleri ile hidrolizasyon derecelerini sirasiyla % 53 ve % 57 olarak
bildirmislerdir. Bu ¢alismada Holothuria tubulosa viicut duvarmin pepsin ve tripsin
enzimleri ile hidrolizasyon dereceleri % 14 - % 33 araliginda, i¢ organlarinin hidrolizasyon
dereceleri ise % 24 - % 46 araliginda tespit edilmistir. Holothuria tubulosa proteinlerine ait
belirlenen bu degerlerin enzim konsantrasyonlar1 géz Oniinde bulunduruldugunda rapor
edilen degerlere gore bazi farkliliklarin oldugu belirlenmis olup, bu farkliligin subsrat,
enzim ve deney sartlarindaki farkliliklardan kaynaklandigi diistiniilmiistiir (Gbogouri ve
ark., 2004).

Cesitli arastiricilarin diger su iriinleri ile yaptiklart hidrolizasyon ¢alismalarinda ise
diisiik enzim konsantrasyonu kullanilarak yiiksek diizeylerde (% 14 - % 28) hidrolizasyon
dereceleri bulunmustur (Jimenez ve ark., 2015; Duan ve ark., 2010; Forghani ve ark.,
2012). Bu yiiksek hidrolizasyon dereceleri, hidrolizasyon isleminde birden fazla enzimin
kombin olarak kullanilmasindan kaynaklanmis, enzim cesitliligi aktiviteyi artirmistir.
Hidrolizasyon derecesinde, substrata uygulanacak olan yagdan arindirma gibi 6n islemlerin
de dereceyi etkiledigi, artirdigi veya diisiirdiigi bilinmektedir (Duan ve ark., 2010).
Hidrolizasyonda izole edilen proteinden yag arindirmasi islemi sirasinda proteinlerin
denatiirasyona ugramasi so6z konusu olmakta, alkol ile ¢oziindiirme ve sonrasinda ugurma
amaciyla 1sitma islemi buna neden olmaktadir. Bu islemler sonucu denatiire olan
proteinler, substrat olarak, nemsizlesme ve enzimlerin daha giicliikle baglanmasi nedeniyle
enzim hidrolizasyonuna daha az duyarli hale gelmektedir (Hoyle ve Merritt, 1994).

Kolajen hidrolizasyonunda ise kolajen kompakt bir molekiill oldugu igin
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hidrolizasyonu olduk¢a yavas gergeklesmektedir (Benjakul ve Morrissey, 1997). Bu
sebeple, bu ¢alisma da kolajen hidrolizasyonu, denatiirasyon ve bozulma olmadan 1 hafta
sliresince + 4°C’de siirdiiriilmiistiir. Kolajen i¢in hidrolizasyon derecesi ise % 15 - % 38
araliginda belirlenmistir. Deniz hiyarimin  farkli tlirlerine ait kolajen ile yapilan
caligmalarda ise arastiricilar yiliksek hidrolizasyon dereceleri bulmuslardir. Parastichopus
californicus deniz hiyar tiiriine ait kolajenin % 5 tripsin enzimi ile hidrolizasyonu % 17
olarak bildirilmistir (Zunying ve ark., 2011). Yine ayni tiir ile yapilan baska bir ¢alisma da
ise elde edilen kolajenin alkalaz enzimi ile tripsine gore daha iyi derecede hidroliz oldugu
belirlenmis, hidrolizasyon derecesi % 12 - % 17 araliginda rapor edilmistir (Liu ve ark.,
2011). Denizhiyar1 kolajenlerine ait bildirilen bu hidrolizasyon derecelerinin genel
anlamda calismamizda Holothuria tubulosa i¢in tespit ettigimiz degerlere benzer oldugu
goriilmiis, kiiciik farkliliklarin ana sebebinin ise substrat (kolajen)’in saflig1 ve izolasyon

asamasindaki sartlarin farkliligindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (De Holanda ve ark.,
2006; Quaglia ve Orban, 1990).

4.2.2. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Page Analizi

Holothuria tubulosa’dan, fonksiyonel ve biyoaktif Ozellikler gosterebilecek
potansiyele sahip bilesiklerin eldesi amaciyla, viicut duvari ve i¢ organlarda bulunan
proteinlerin izolasyonu ve hidrolizasyonu, viicut duvarindan kolajen eldesi, elde edilen
kolajenden Pepsin ve Tripsin enzimleri ile hidrolizasyonu gerceklestirilmistir. Bu islemler
sonunda, elde edilen Orneklerin fonksiyonel ve biyoaktif Ozelliklerinin belirlenmesi
isleminden Once, proteinlerin varligi ve molekiil agirliklarina gore dagilimini incelemek
amaciyla SDS-PAGE analizi uygulanmistir. SDS-PAGE analizi sonrasinda iirlinlere ait
jelde belirlenen bantlarin goriintiisti Sekil 4.4’°te verilmistir.

Deniz hiyarlarinin toplam protein, kolajen ve kolajen hidrolizatlarindaki proteinlerin
blyiik kismi a-1 ve a-2 proteinler rezidiilerinden olusmakta yani sira, orneklerin jel
gorlintiilerinde B ve y protein rezidiilerinin bantlar1 da goriilebilmektedir. Bu protein
bantlar1 deniz hiyar1 viicut duvarinin biiyilk ¢ogunlugunu olusturan kolajen yapisini
olusturan proteinler olarak bilinmektedir (Saito ve ark., 2002). Diger taraftan, diger kiigiik
molekiiler agirliga sahip (20 kDa ve alt1) protein rezidiileri ise SDS-PAGE analizinde
jellerde goriintiilenememistir. I¢c organlarmn protein hidrolizatlar1 protein konsantrasyonu
cok diisiik ve proteinlerin olduk¢a diigiik molekiil agirligina sahip olmasi muhtemel

oldugundan SDS-PAGE jel goriintiileri elde edilememistir.
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MI: Genis aralik protein marker1, TP: Viicut duvari protein ekstrakti, Col: Kolajen, PsC: kolajen pepsin
hidrolizati, TsC: Kolajen tripsin hidrolizati, M2: Genis aralik protein marker
Sekil 4.4. Holothuria tubulosa’dan elde edilen proteinlerin SDS-PAGE goriintiisii

Deniz hiyari, proteinlerinin 6zellikle antioksidan kapasitelerini belirlemek amaciyla
yapilan c¢aligmalarda, antioksidan 6zellik gdsteren hidrolizat ve peptid gruplari daha ileri
diizeyde saflagtirma islemleri ile daha kii¢iik molekiiler agirlikta SDS-PAGE protein bant
goriintiilerinin  belirlendigi rapor edilmistir (Saito ve ark, 2002; Liu ve ark., 2012,
Mamelona ve ark., 2012). Ancak ilk agsamada kolajenin izole edikten sonraki protein bant
goriintiileri ile bu ¢aligmada elde ettigimiz protein bant goriintiileri hemen hemen ayni
oldugu belirlenmistir Dolayisiyla, bu calisma kapsaminda, izole edilen toplam protein,
kolajen ve hidrolizatlarinin protein 6zellikleri bakimindan incelenmesinin devami elde

edilen SDS-PAGE protein bant goriintiileri sonrasinda gergeklestirilebilmistir.

4.3. Deniz Hiyar1 Ekstrakti, Proteini ve Hidrolizatlarina Yapilan Fonksiyonel ve

Biyoaktif Analizlere Ait Bulgular

4.3.1. Fonksiyonel Ozellikler

4.3.1.1. Coziiniirliik

Protein ¢Ozlniirliigli, ornek icinden ¢oOziiciiye gegen protein miktar1 olarak
bilinmekte, emiilsiyon ve kopilirme gibi diger fonksiyonel o6zellikler direkt olarak

¢oziiniirliik indeksine bagl degismektedir. lyi ¢oziiniirliige sahip proteinler, endiistriyel
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kullanimda yer bulmaktadir. Proteinlerin ¢6ziiniirliigii, proteinin tiirline, yapisina ve
Ozellikle polar-apolar amino asit muhteviyatina gore degismekte, sicaklik, pH ve tuzluluk
gibi ¢evresel parametrelerden de 6nemli derecede etkilenmektedir (Damodaran, 1996;
Vojdani 1996).

Bu c¢alismada pH’nin, protein tiiri ve kullanilan enzimin ¢oziliniirliikk {iizerine
etkisinin oldugu gozlemlenmistir. Calismada elde edilen protein ekstrakt ve
hidrolizatlarina ait ¢oziiniirliik dereceleri Sekil 4.5’te sunulmustur. Proteinler genellikle
izoelektrik noktasindan uzakta, bazik veya ¢ok asidik (< pH 4) pH’larda daha iyi ¢6ziinme
ozellikleri gostermektedir (Krisstinson ve Rasco; 2000). Bu calismada elde edilen
bulgularda da, pH 4’de c¢oziinirligin diisik, pH 7 ve pH 10 gruplarinda ise
¢Oziiniirliiklerin daha iyi oldugu gézlenmistir. Coziiniirliiglin en iyi oldugu pH derecesi ise
notral deger olan, pH 7 olmustur.

Gruplar arasinda, pH 4’te belirlenen minimum ¢oziiniirlik, toplam protein
ekstraktinda % 10,5, yiiksek ¢Oziiniirlik ise i¢ organ tripsin hidrolizatinda % 50,0 olarak
tespit edilmistir. pH 7 ve pH 10 gruplarinda en diisiik ¢6ziiniirliikler sirasiyla % 14,7 ve %
12,6 degerleri ile yine toplam protein ekstraktinda belirlenmistir. En yiiksek ¢oziiniirliikler
ise pH 7’de i¢ organ tripsin hidrolizatinda % 78,4 olarak, pH 10’da kolajen tripsin
hidrolizatinda % 62,2 oraninda tespit edilmistir. Elde edilen protein ekstrakt ve
hidrolizatlarinin ¢dziiniirliigiine, pH’ nin etkisinin hidrolize edilmeyen biiyiik proteinler
(toplam protein ekstrakti ve kolajen) i¢in 6nemsiz oldugu (p>0,05), hidrolizasyon sonrasi
protein boyutunun kii¢iilmesi ile bu etkinin artmasi neticesinde belirlenen farkin ise 6nemli
oldugu belirlenmistir (p<0,05). Kullanilan enzimin ise pH gruplarinda kendi iginde

¢Oziiniirliige etkisinin dnemsiz oldugu belirlenmistir (p>0,05).
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Vp: Viicut duvari protein ekstrakti, VpP: Vp pepsin hidrolizati, VpT: Vp tripsin hidrolizati, Col: Kolajen,
CP: Kolajen pepsin hidrolizati, CT: Kolajen tripsin hidrolizati, BP: I¢ organ pepsin hidrolizati, BT: I¢ organ
tripsin hidrolizati

Sekil 4.5. Calismada elde edilen protein bazli bilesiklerin ¢oziiniirliikleri

Proteinlerin belirli kosullar altinda, molekiilleri kiiclildiik¢e ¢oziinme o&zellikleri
artmakta, hidrolizasyon sonrasi elde edilen iirlinlerde goriilen ¢oziiniirliik artisinin bu
sebeple gerceklesebilecegi ifade edilmektedir (Krisstinson ve Rasco, 2000; Gbogouri ve
ark., 2004). Bu calismada, toplam protein ekstrakti ve kolajen gibi biiyiik proteinlere sahip
orneklerin, en az ¢oziiniirliik gosteren 6rnekler oldugu, diger taraftan, hidrolizasyon sonrasi
elde edilen daha kiiciik proteinlerden olusan hidrolizatlarin ise daha iyi ¢oziiniirlik
gosterdigi dikkati ¢cekmektedir. Bununla birlikte, pepsin ile hidrolize edilen 6rneklerden
ziyade, pepsine gore daha spesifik peptid parcalarina ayirma ozelligine sahip tripsin ile
hidrolize edilen 6rneklerin daha iy1 bir ¢oziinme 6zelligi gosterdigi ve en iyi ¢ozlniirliik
ozelligi gdsteren drneklerin tripsin hidrolizatlarinda oldugu belirlenmistir.

Bu calismada elde edilen orneklerden, viicut duvari toplam protein ekstraktt ve bu
ekstraktin hidrolizatlarina ait ¢oziiniirliik degerleri, kolajen ile kolajenin hidrolizat
orneklerine benzer sekilde tespit edilmistir. Deniz hiyarinin viicut duvari proteinin ana
bileseni kolajen oldugu i¢in (Saito ve ark., 2002), bu benzerlik olugsmaktadir. Kolajenin
kompakt bir protein olmasi, fibriller yapisi, yapisindaki amino asitlerin genellikle apolar
yapida olmasi ve helix yapisindaki baglarin iyonik bag kurmaya egilimi olmamasi
¢Oziinlirliigliniin diisiik olmasina neden olmaktadir. Farkli materyallerden elde edilen

kolajenlerin ¢oziiniirliikk dereceleri genellikle % 50 ve altindaki oranlarda bildirilmistir. Bu
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caligsmalar arasinda ot sazani derisinden elde edilen kolajenin ¢oziiniirligli %8 olarak rapor
edilirken (Zhang ve ark., 2007), Nil levreginden izole edilen kolajenin ¢oziiniirliigiiniin ise
% 50’den fazla oranda oldugu bildirilmistir (Muyonga ve ark., 2004). Pelajik ahtapot tiirii
olan Argonaut ve balon baligindan elde edilen kolajenlerin ¢oziiniirliigii ise sirastyla % 5,2
ve % 10,7 olarak rapor edilmistir (Nagal ve Suzuki, 2002). Yapilan bu g¢aligmalarda
kolajenlerin farkli oranlardaki ¢oziiniirliiklerinin sebebi, ¢oziicliniin etki diizeyi, kolajenin
elde edildigi kaynak farklilig1 ve kolajendeki i¢-capraz baglarinin telopeptitlerdeki, yas ile
artan, sayisi ile alakali olabilmektedir (Sims ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2007). Sonug
olarak, canlilardaki kolajenin ¢ozilinlirliigii tuzlu veya asidik ortamda yas arttikga
azalmakta (Reich ve ark., 1962), dolayisiyla bu arastirmada deniz hiyarlarinin olgun
bireylerden secilmesinin bu durumla iliskili olarak elde edilen kolajenin ¢oziiniirliigiine
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Deniz hiyar1 i¢ organlarinin hidrolizatlar1 ise, viicut duvari protein ekstrakti ve
kolajenden daha iyi ¢oOziiniirlik gosteren oOrnekler olarak belirlenmistir. Tim pH
gruplarinda en iyi ¢oziintirliige sahip i¢ organ orneklerinde bu durum, i¢ organlarin viicut
duvar proteininde bol bulunan kolajeni daha az ihtiva etmesinden kaynaklanmaktadir.
Mamelona ve ark. (2010), deniz hiyar tiirii olan Cucumaria frondosa ve deniz kestanesi
tirii olan Strongylocentrotus droebachiensis’in i¢ organlarinin alkalaz hidrolizatlarina ait
¢Oziiniirliik oranlarim1 pH 7°de % 29 ve % 27 olarak bildirmislerdir. Echinodermlerin i¢
organlarma ait bildirilen bu oranlar, bu ¢alismada (pH 7) tespit edilen degerlerden daha
disiiktiir. Bu distikliigiin, deneysel farkliliklardan (enzim farklili§i, proteinlerin
ekstraksiyon asamasindaki farkliliklar, ¢Oziliniirliik testi sirasindaki sicaklik ve tuz
konsantrasyonu degerleri) kaynaklandig: diistintilmektedir.

Baliklarin degerlendirilmeyen kisimlarindan yapilan hidrolizatlarda ise echinoderm
hidrolizatlarina gore genel anlamda daha yiiksek protein ¢oziiniirliigli elde edilmektedir.
Ornegin, salmon bag kisminin ve ringa baliginin gonadlarmin hidrolizasyon sonrasi protein
coOziiniirliikleri % 51 ve % 56 olarak rapor edilmigken, bu oran balik protein
hidrolizatlarinda, 6zellikle yiiksek hidrolizasyon derecesine sahip drneklerde % 80’den
yukart ¢ikabildigi bildirilmistir (Gbogouri ve ark., 2004; Klompong ve ark., 2007;
Thiansilakul ve ark., 2007). Balik kisimlarinin hidrolizatlarma ait bildirilen degerler
calismamizda Holothuria tubulosa i¢ organlarimin hidrolizatlarinda tespit edilen
¢coziinlirliik miktarma benzerlik gostermektedir. Protein kaynagmin farkli olmasindan
ziyade (balik, echinoderm), elde edilen protein sinifinin benzer olmasi (fibriler, globiiler),

degerlerin benzerliginin nedeni olarak diistintilmektedir (Adler-Nissen, 1976).
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Proteinin elde edildigi metodunun farkliligi da ¢oziintrligin artmasina imkan
saglayabilmektedir. Bu konuda Thiansilakul ve ark. (2007) bir ¢alisma yapmis ve
Decapterus punctatus baligindan yag arindirma ve birgok santriflij islemi sonrasi elde
edilen toplam proteinin flavourzyme enzimi hidrolizasyonu sonrasi ¢oziiniirliigiinii % 99
olarak rapor etmislerdir. Bu yliksek ¢Oziiniirliigiin yakalanmasinin sebebi, proteinin elde
edildigi tiir farkliligindan ziyade, arastirmacilarin metotlarinda yer alan yag arindirma ve
yan1 sira ¢ok asamali santrifiij islemleri ile ¢oziinmeyen protein fraksiyonlarinin
uzaklastirilmasi olarak agiklanmistir. Ayni1 metot ile farkli kaynaktan elde edilen proteinin
¢Oziiniirliiglinlin belirlendigi baska bir ¢alismada ise, ¢oziiniirliik % 75 olarak belirtilmis,
aragtirmacilar hidrolize olan proteinin, hidrolize olmayan proteinlere gore daha iyi
¢oziinilirliige sahip oldugunu bildirmistir (Gbogouri ve ark., 2004). Yine baska bir
calismada ise hamsi baliginin i¢ organ ve et kisimlarinin alkalaz enzimi ile hidrolizasyonu
sonrasi ¢ozlniirlik degerleri % 90 - 100 olarak rapor edilmis, hidrolizasyon siiresinin
¢oziiniirliik diizeyine etkisinin olmadigi bildirilmistir (Kog, 2016).

Bu ¢alismada, H. tubulosa’nin toplam protein ekstraktinin da kolajen gibi % 10 - 15
gibi diislik diizeylerde ¢oziiniirliige sahip oldugu tespit edilmistir. pH degisiminin herhangi
bir etkisinin olmadig1 toplam protein ekstraktinda ¢dziiniirliigiin az olmasinin sebebi, izole
edilen bu proteinin biiyilk ¢ogunlugunun kolajen ve kolajen tiirevi proteinlerden
olusmasindan ileri gelmesi ve protein olmayan baz1 safsizliklarin bu Ornekte de
varolabilmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bununla birlikte, hidroliz edilen
proteinlerin, molekiil baglarim1 koruyan proteinlere gore daha kolay ¢oziinebilir olmasi,
hidrolizatlar ile biiyiik proteinlerin arasinda ¢oziiniirliik farkinin goriilmesine neden olarak

diistiniilmektedir.

4.3.1.2. Nem Cekme-Tutma Kapasitesi

Nem ¢ekme-tutma kapasiteleri 6zellikle fonksiyonel 6zellik tasiyan proteinlerin
izolasyonu ve tanimlanmasinda karakterizasyon amaciyla kullanilmaktadir. Kozmetik ve
farmakoloji alaninda O6nemli bir parametre olarak kabul edilen nem c¢ekme-tutma
kapasitesi, ayni zamanda gida endiistrisinde de Onemli bir parametre olarak
degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada H. tubulosa’dan elde edilen ekstrakt ve hidrolizatlarin
nem c¢ekme-tutma kapasiteleri Sekil 4.6’da Ozetlenmistir. Nem ¢ekme ve tutma
Ozelliklerinin iyi olmasi sebebiyle gliseroliin referans ornek olarak kullanildig: testlerde,
bagil nemin (RH) % 43 oldugu ortamda 48 saat sonunda en iyi nem ¢ekme 6zelligini,

gliserolden (% 81) sonra, kolajen ve i¢ organlarin tripsin hidrolizatlar1 (% 35 ve % 48)
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gostermistir (p<0,05). Bagil nemin (RH) %81 oldugu ortamda ise 48 saat sonunda, en iyi
nem ¢ekme Ozelligini yine i¢ organ hidrolizatlar1 gostermis (% 71 ve % 65), ardindan
kolajen ve toplam proteinlerin tripsin ile hidrolizatlarinin (% 61 ve % 59) geldigi tespit
edilmistir. Her iki nem grubunda da en diisiik nem g¢ekme Ozelligine sahip 6rneklerin
toplam protein ve kolajen oldugu tespit edilmistir. Yapilan testlerde siire ve enzim
farkliliginin nem ¢ekme 6zelligine etkisi olmamis (p>0,05), bagil nemin yiliksek oldugu
durumlarda (% 81) o6rneklerin nem ¢ekme 6zelliginin daha iyi oldugu belirlenmistir, bu

durum istatistiki agcidan da 6nemli bulunmustur (p<0,05).

1 Nem Cekme RH % 43 100 1 Nem Cekme RH % 43
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Vp: Viicut duvan protein ekstrakti, VpP: Vp pepsin hidrolizati, VpT: Vp tripsin hidrolizati, Col: Kolajen,
CP: Kolajen pepsin hidrolizati, CT: Kolajen tripsin hidrolizati, BP: I¢ organ pepsin hidrolizati, BT: I¢ organ
tripsin hidrolizati, RH: bagil nem

Sekil 4.6. Elde edilen orneklerin bagil nem (RH) % 43 ve % 81’deki nem ¢ekme

kapasiteleri

Ornekler tarafindan cekilen nemin tutulma o6zelliklerinin bagil nem %43 ve %
81°deki ozelliklerini gdsteren sonuglar, Sekil 4.7’de 6zetlenmistir. Elde edilen bulgulara

gore bagil nem % 43’te en iyi nem tutma kapasitesini sirastyla, i¢ organ tripsin hidrolizati
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(% 19), toplam protein tripsin hidrolizati (% 18) ve i¢ organ pepsin hidrolizatlarinin (% 18)
gosterdigi tespit edilmistir. Bagil nemin % 81 oldugu ortamda ise en iyi nem tutma
ozelligi, referans Ornegi olan gliserolde (% 160) goriilmiis, i¢ organ (% 155) ve kolajenin
tripsin hidrolizatlar1 (% 153) bunu takip etmistir. Her iki bagil nemde de toplam protein ve
kolajenin en diisiik nem tutma kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Kontrol 6rnegi
olan gliserol ile kolajen, toplam protein ve bu iki 6rnegin pepsin hidrolizatlar1 arasindaki
fark onemli bulunurken (p<0,05), tripsin hidrolizatlarinin gliserol ile benzer sonuclara
sahip oldugu belirlenmistir (p>0,05). Bagil nemin % 81 oldugu ortamda ise gliserole en
yakin sonuglart veren kolajenin tripsin hidrolizat1 ile i¢ organlarin pepsin ve tripsin
hidrolizatlarinin benzer sonuglart verdigi (p>0,05), ancak gliserole gore daha diisiik nem

tutma ozelligi gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).
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Vp: Viicut duvar protein ekstrakti, VpP: Vp pepsin hidrolizati, VpT: Vp tripsin hidrolizati, Col: Kolajen,
CP: Kolajen pepsin hidrolizati, CT: Kolajen tripsin hidrolizati, BP: I¢ organ pepsin hidrolizati, BT: i¢ organ
tripsin hidrolizati

Sekil 4.7. Elde edilen 6rneklerin bagil nem (RH) % 43 ve % 81° de nem tutma kapasiteleri
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Elde edilen bu bulgulara gore 6zellikle tripsin hidrolizasyonu sonrasinda elde edilen
hidrolizatlarin daha iyi nem c¢ekme-tutma kabiliyetlerine sahip oldugu anlagilmistir.
Bununla beraber, yine i¢ organlardan elde edilen protein hidrolizatlarinin, kolajen ve
toplam proteinlerden elde edilen hidrolizatlara gore daha iyi nem ¢ekme-tutma &zelligi
gosterdigi tespit edilmistir.

Yapilan ¢aligmalar arasinda, deniz hiyarindan izole edilen pepsin ile ¢oziinebilen
kolajenin 48 saat sonunda nem ¢ekme 6zelligi bagil nem % 43 ve % 81°de sirasiyla % 38
ve % 62 olarak, nem tutma Ozelligi ise % 106 ve % 156 olarak tespit edildigi rapor
edilmistir (Zhu ve ark., 2012). Baska bir ¢alismada ise Stichopus vastus tiirii deniz
hiyarindan elde edilen pepsin ile ¢dziinebilen kolajenin 48 saatlik nem ¢ekme kapasitesi %
43 ve % 81 i¢in swrastyla % 7,6 ve % 23,6 olarak ifade edilirken, nem tutma 6zelligi ise
yine sirasiyla % 102 ve % 115 olarak bildirilmistir (Abedin ve ark., 2014). Deniz
hiyarlarmin kullanildigi bu ¢aligmalarda nem ¢ekme-tutma kapasitesine ait bildirilen
degerler, bu calismada pepsin ile ¢oziinebilen kolajende elde edilen verilere benzerlik
gostermektedir. Bagka deniz canlilarinin kullanildigi ¢alismalarda ise, deniz yildizi tiirii
olan Asterina pectinifera’dan izole edilen pepsin ile ¢oziinebilen kolajenin 48 saat siire
sonunda bagil nem % 43 ve % 81’deki nem ¢ekme kapasiteleri sirasiyla % 28 ve % 51,
nem tutma kapasiteleri ise silika jel bulunan ortamda % 22 olarak bildirilmistir (Qi ve ark.,
2016). Kolajenin elde edildigi tiir farkli olmasina ragmen ¢alismamizda 6zellikle pepsin ile
¢oziinebilen kolajene ait nem tutma 6zelligi Qi ve ark. (2016)’nin tespit ettigi bulgulara
paralellik gostermistir. Bu benzerligin, kolajen yapisinin tiim organizmalarda, Glisin — X —
Y yapisindaki amino asit zincirinin (X genellikle prolin, y ise hidroksiprolin) olmasi ve
helix yapisindaki hidrofobik-hidrofilik bdlgelerin neredeyse ayni 6zelliklerde olmasindan
ileri geldigi diisliniilmektedir. Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen protein ve
hidrolizatlarinin benzer oranda nem tutma ve ¢cekme 6zellikleri gosterdigi rapor edilmistir.
Hou ve ark. (2012)’nin balik derisinden izole ettikleri iki kolajen polipeptidin, 48 saatlik
stire sonunda bagil nem %43 ve %81°de sirasiyla % 30 - 50 ve % 20 - 40 diizeylerinde
tespit etmislerdir. Nem tutma 6zelligini ise, bagil nem % 43’te 48 saat sonunda % 116 ve
% 150 oldugu bildirmislerdir (Hou ve ark. 2012). Bu ¢alismada, Holothuria tubulosa’dan
elde edilen protein triinlerinde tespit edilen nem ¢ekme-tutma 6zelliginin, referans 6rnek
olan gliserol ve diger arastiricilarin rapor ettigi bulgulara benzer, hatta bazilarindan daha

1yi sonug verdigi belirlenmistir.
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4.3.1.3. Emiilsiyon Ozelligi

Proteinlerin yiizey 0Ozelliklerinden olan emiilsiyon ozelligi,
sollisyonlarin yagi hacim bazinda emiilsifiye edebilme kabiliyeti (emiilsiyon aktivite
indeksi — EAIl m?%g) ve olusturduklar1 emiilsiyonlarin siire bazinda dayaniklilig
(emiilsisyon dayaniklilik indeksi — EDI dk) dlgiilerek test edilmektedir. Bu ¢alismada deniz

hiyarmin protein ekstrakt ve hidrolizatlarinda emiilsiyon 6zellikleri ile ilgili elde edilen

bulgular Sekil 4.8’de 6zetlenmistir.
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Vp: Viicut duvar protein ekstrakti, VpP: Vp pepsin hidrolizati, VpT: Vp tripsin hidrolizati, Col: Kolajen,
CP: Kolajen pepsin hidrolizati, CT: Kolajen tripsin hidrolizati, BP: I¢ organ pepsin hidrolizati, BT: Ig organ
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Sekil 4.8. Calismada elde edilen protein bazli bilesiklerin % 0,5 konsantrasyonlarindaki

emiilsifikasyon 6zellikleri

Proteinlerin emiilsiyon aktivitesi, protein yan zincirlerindeki yiiklii gruplarin ve

hidrofilik amino asitlerin varligi ile alakali sekillenmektedir. (Krisstinson ve Rasco, 2000).
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Emiilsiyon olusumunda, proteinin kaynagi, biiyiikliigii, ortamin pH’s1 ve hidrolizasyon
islemi i¢in kullanilan enzimin tiirii emiilsiyon 6zelliklerini énemli 6l¢iide etkilemektedir
(Klompong ve ark., 2007). Hidrolizasyonda olusan peptitlerin miktarin1 ifade eden
hidrolizasyon derecesi azaldik¢a, olusan emiilsiyonun aktivitesi ve dayaniklilig
artmaktadir. Bu konuda ¢alisan Klompong ve ark. (2007), hidrolizasyon derecesinin % 5,
% 15 ve % 25 oldugu gruplarda en yiiksek emiilsiyon aktivite ve dayanikliliginin % 5’lik
grupta oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alismada da, emiilsiyon dayaniklilik indeksinde
ters orantiya rastlanmis, en yiiksek hidrolizasyon derecesine sahip i¢ organ tripsin
hidrolizatinin, en kotii emilsiyon dayaniklilik indeksine sahip oldugu belirlenmistir.
Ancak, emiilsiyon aktivite indeksinin hidrolizasyon derecesiyle ters oranti iligskisi bu
calismada goézlenmemistir. Diger taraftan emdiilsiyon aktivitesi ve dayanikliliginin pH
degisimi ile direkt iligkili oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgularda, en iyi emiilsiyon
aktivite indeksi pH 7 grubunda tespit edilmis ve en yiiksek aktivite sirasiyla, kolajenin
tripsin hidrolizatinda 66,32 m?%/g, i¢ organ tripsin hidrolizatinda 63,56 m?/g ve pepsin ile
¢oziinebilen kolajende 61,25 m?%/g olarak belirlenmistir. En iyi emiilsiyon dayaniklilig: da
yine pH 7 grubunda belirlenmis ve en yiiksek indekse i¢ organlarin pepsin hidrolizatinda
(49,2 dk) ve toplam protein ekstraktinda (48,7 dk) saptanmistir. Dolayisiyla, bu ¢alismada
en 1yl emiilsiyon olusturma ve emiilsiyon dayaniklilik ozelliklerinin pH 7’de oldugu
gozlenmis, en diisiik emiilsiyon ozellikleri ise pH 4’te belirlenmistir (p<0,05). Emiilsiyon
olusturma kapasitesinde ornek farkliligi ve pH etkisinin gruplar arasinda énemli farka
neden oldugu (p<0,05), ancak kullanilan enzimlerin {iriinlerdeki emiilsiyon 6zelliklerine
herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Emiilsiyon &zelligi {izerine
pH’nin etkisi ile ilgili benzer tespit, Liu ve ark. (2011) tarafindan Parastichopus
californicus deniz hiyar tiirinde yapilmistir. Arastiricilar, kolajenin tripsin hidrolizat1 i¢in
yaptiklar1 emiilsiyon 6zelligi testlerinde; en diisiik emiilsiyon 6zelligini pH 4’te (EAI <10
m?/g, EDI < 10 dk) tespit etmis olup, pH 7’de (EAI 38 m?g, EDI 17 dk) bu 6zelligin
onemli derecede arttigin1 ve pH 10°da ( EAI 27 m%g, EDI 16 dk) ¢ok az bir azalma
oldugunu tespit etmiglerdir. Bunun nedeni olarak, yag-su major interaksiyonda yer alan
hidrofilik ve hidrofobik protein rezidiilerinin pH 7 ve pH 10°da, pH 4’e gore daha fazla yer
almasindan kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Arastirmacilarin  bildirdigi bu
degerlerin, calismamizda tespit ettigimiz degerlere gore daha diisiik seviyede oldugu
belirlenmistir. Bunun nedeni olarak, arastirmacilarin kiiciik proteinleri testlerde kullandig,
kiiciik proteinlerin ise yag-su interfazina hizli niifuz ettigini ancak dayaniksiz emiilsiyon

olusturmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir (Liu ve ark., 2011; Gbogouri ve ark.,
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2004). Diger taraftan Kristinsson ve Rasco (2000) proteinlerin fiziko-kimyasal yapisinin
emiilsiyon Ozelliklerine etki edebilecegini, ancak protein boyutunun direkt olarak
emiilsiyon Ozelliklerine etkisinin kesinlik tagimadigimi ifade etmislerdir. Farkl
kaynaklardan elde edilen proteinlerin emiilsiyon ve diger fonksiyonel 6zellikleri Cizelge
4.6’da ozetlenmistir. Cizelge 4.6 incelendiginde, bu ¢alismada Holothuria tubulosa’dan
elde edilen protein ekstraktlar1 ve hidrolizatlarinin iyi bir emiilsiyon 6zelligine sahip

oldugu anlasilmaktadir.

4.3.1.4. Képiirme Ozelligi

Proteinlerin kopilirme 6zelligi, gida tiretiminde iiriin hacminin genislemesi, kivamin
degistirilmesi ve dayanikliligi gibi fizikokimyasal etkilerin olugmasi agisindan Gnem
tasimaktadir (Kindsela, 1979; Kristinsson ve Rasco, 2000). Kopiirme islemi genellikle
havalandirma islemi ile ¢irpma veya hava dagitimi ile gergeklestirilmekte (Wilde ve Clark,
1996), giiglii havalandirma islemleriyle, kapasite dahilinde, daha iyi kopik elde
edilebilmektedir. Kopilirme kapasitesi ve dayanikliligi; molekiiler boyutta proteinin
konformasyonu, konformasyonu igerisinde yer alan baglarin ve amino asitlerin tiirleri ve
Ozelliklerine gore degismekte (Krisstinson ve Rasco, 2000), makro boyutta ise pH degeri,
protein molekiiliiniin boyutu ve protein konsantrasyonu ile degismektedir (Thiansilakul ve
ark., 2007; Gimenez ve ark., 2009; Liu ve ark., 2011).

Bu calismada, H. tubulosa’ya ait protein ekstrakt ve hidrolizatlarinin tespit edilen
koptirme ozellikleri Sekil 4.9°da sunulmustur. Elde edilen bulgulara gore, pH diizeyi ve
molekiil biiyiikliigiiniin kopiik kapasitesi (KK) ve kopiik dayanikliligi (KD) tespitinde
etkili oldugu goriilmiistiir. Caligmada en diisiik KK ve KD degerleri pH 4’te goriiliirken, en
yiiksek degerler pH 7°de gortilmiistiir (p <0,05). KK degeri en iyi olan 6rnegin toplam
protein ekstrakti (pH 7°de % 57), en diisiik olan 6rnegin ise toplam proteinin tripsin
hidrolizati1 ve i¢ organ tripsin hidrolizati (her ikisi i¢cin de pH 4’te % 30) oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). KD degerinin en iyi oldugu 6rnek kolajen (pH 7°de % 45,5), en diisiik
oldugu ornek ise toplam protein tripsin hidrolizati (pH 4’te % 16) oldugu belirlenmistir.
Koptik dayanikliligy, istatistiki agidan gruplar arasinda benzer (p>0,05), pH degiskenliginin

gruplar arasinda yarattig1 farklilik ise 6nemli bulunmustur (p<0,05).
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80 1 Kopiik Kapasitesi

HpH 4

Vp VpP VpT Col CP GT BP BT
80 - o w
Kopik Dayanikliligi
EpH 4
60 - EpH 7
~]
by, by pH 10

Vp VpP  VpT Col CP CT BP BT

Vp: Viicut duvar protein ekstrakti, VpP: Vp pepsin hidrolizati, VpT: Vp tripsin hidrolizati, Col: Kolajen,
CP: Kolajen pepsin hidrolizati, CT: Kolajen tripsin hidrolizati, BP: I¢ organ pepsin hidrolizati, BT: I¢ organ
tripsin hidrolizati

Sekil 4.9. Calismada elde edilen protein ve hidrolizatlarinin kdptlirme 6zellikleri

Bu calismada, pH 7 ve pH 10’da, dzellikle biiyiik protein molekiillerinin en iyi
kopiirme 6zelliklerine sahip oldugu belirlenmistir. Calismamizda tespit ettigimiz bulgulara
benzer olarak, Liu ve ark. (2011)’da benzer bulgulara rastlamig, Parastichopus californicus
deniz hiyar tiirtinden elde edilen kolajen tripsin hidrolizatinin KK ve KD oranlarin1 pH 7
ve pH 10°da molekiiller bliylidiik¢e arttigini bildirmistir. Gimenez ve ark. (2009) ise dil
baligi ve kalamar protein hidrolizatlarinin soliisyondaki konsantrasyonlar1 arttik¢a
koplirme 6zelliklerinde de artis gdzlemlemis, bu calismada ¢alisilan konsantrasyon olan %
2’de dil balig1 ve kalamarin kopiirme kapasitelerini sirasiyla % 31 ve % 34 olarak tespit
etmiglerdir. Diger kopiik Ozelliklerine ait ¢alismalar Cizelge 4.6°’da derlenmistir. Farkli
kaynaklardan ve deniz hiyari tiirlinden bu degerlere gore, calismamizda Holothuria
tubulosa igin tespit ettigimiz KK ve KD degerlerinin benzer veya daha iyi oldugu
anlasilmaktadir. Ayn1 konsantrasyon ve hidrolizasyon derecesine ait olan kosullardaki bu
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bulgulara gére Holothuria tubulosa’dan ekstrakte edilen protein ve hidrolizatlarinin iyi bir

kopiirme ajani olma potansiyeline sahip oldugu anlasilmaktadir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Farkl1 deniz canlilarina ait protein ve hidrolizatlarin fonksiyonel 6zellikleri

EAI -

Protein . HD KK-KD NCK- Coziiniirlitk
. Protein 0 EDI o o 0 Referans
Kaynag (%) (Mg - %) (% - %) NTK (%)
Kas-Kemik ]
Pennahia FIOVUrZyme H|d 18 15 ) 58 ) ) 20-30 Ch0| ve
argentata G, AL
Kas-Kemik
Protamex Hid. 12 5-98 i i 20-30
Channa Yumurtalarin 28
striatus Alkalaz Hid. 21 L ) = Galla ve
Yumurtalarin e, 2012
Labeo rohita Alkalaz Hid. 18 50 - 100-37 - 23
Szt Aildl 17 30-74 - - 98 Ghogouri ve
Alkalaz Hid.
Salmon ark., 2004.
Bas Atiklar _ F _ 28
Protein Eks.
Dil Balig Jelatin Alkalaz Hid. 30 40 - 31-10 - 98 Gimenez ve
Kalamar | Jelatin Alkalaz Hid. 48 20—  34-65 - 97 W AL
Jongjareonr
Yayin Baligi Deri Jelatini - - 130 -35 - - ak ve ark.,
2010
] Et Alkalaz Hid. 27 40 - 55 65-50 - 98 Klompong
Istavrit . ve ark.,
Et Flavourzyme Hid. 7 75- 50 145-78 - 93 2007
Nagarajan
Kalamar Deri Jelatini . 16-15  157-140 - : ve ark.,
L. formosana
2012
Pacheco-
Mezgit Et alkalaz Hid. 15 90 - 60 3-20 - 97 Aguilar ve ark.,
2008.
Biitiin Alkalaz Hid. 12 20-48 - 85 Sathivel ve
Ringa Bas Alkalaz Hid. 17 21-53 - - 84 ark., 2003
Gonad Alkalaz Hid. 9 11-54 - - 56
. . e . Shahidi ve
Capelin Baligi | Biitiin Alkalaz Hid. 22 51-92 90-8 - 94 ark., 1995,
Siibye . - Aewsiri ve
. pharaonis Deri Jelatini - 24-15 170-89 - - ark., 2009
Siibye N Frer Balti ve
s officinalis Deri jelatini - 23-49 124-110 - - ark., 2011
Deniz hiyart PSC i i 7,6 -102 (RH %43) 10 Abedin ve
S. vastus 23 —115 (RH %81) ark., 2013.

] ] . LiU
Dem_z Hly_arl Kolajen_ Tripsin 16 36-18 910-180 i i Zunying ve
P.californicus Hid.

ark., 2011.
Deniz Hiyari PSC i i 38-114 (RH %43) 19 Zhu ve
S. japonicus 62-156 (RH % 81) ark., 2012

HD; hidrolizasyon derecesi, EAI; emiilsiyon aktvite indeksi, EDI; emiilsiyon dayaniklilik indeksi, KK;
kopiirme kapasitesi, KD; kopiik dayanikliligi, NCK; nem ¢ekme kapasitesi, NTK; nem tutma kapasitesi,
Hid.; Hidrolizat, PSC: Kolajen Pepsin Hidrolizati, Eks.; ekstrakt
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4.3.2. Biyoaktif Ozellikler

Su {riinleri, basta proteinler olmak iizere viicut sistemini koruyucu 6nemli besin
elementlerini igeren, biyolojik degeri yiiksek gida maddeleridir. Son yillarda saglik
konusunda yapilan ¢alismalar sonucunda aktif peptidlerin ortaya ¢ikmasi ile bir ¢ok deniz
canlisindan elde edilen hidrolizatlarin biyoaktif 6zellikleri ve aktif peptit kazanimu ile ilgili
aragtirmalar yapilmaya baslanmig, bu kapsamda su iiriinleri proteinleri ilgi odagi olmustur.

Bu c¢alismada da Holothuria tubulosa’nin protein ekstraktt ve hidzolizatlarinin
biyoaktif 6zelliklerinden antioksidan ve antimikrobiyal aktivite 6zellikleri incelenmistir.
Antioksidan 06zellikleri; DPPH radikalleri siipiirme etkisi, demir selatlama yetenegi,
indirgeme gilicii ve DNA hasart koruma parametreleri araciligiyla, antimikrobiyal
Ozellikleri ise patojen mikroorganizmalar iizerinde; L. Monocytogenes, Sallmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus, minimum inhibasyon

konsantrasyonlar1 ve disk diflizyon metodu ile in vitro olarak incelenmistir.

4.3.2.1. DPPH Radikalleri Siipiirme Etkisi

DPPH radikalleri siiplirme aktivitesi, antioksidan bilesiklerin potansiyellerini
belirlemek amaciyla yaygin olarak kullanilan bir parametredir. DPPH, kararli bir radikal
olup, 517 nm’de etanol i¢ginde maksimum absorbansi gostermektedir (Molyneux, 2004).
DPPH, antioksidant bilesikten bir elektron yada proton alarak siipiiriildiigli zaman, radikal
kendi rengini mordan sartya dondiirmekte ve absorbans azalmaktadir (Peng ve ark., 2009).
Bu calismada deniz hiyar1 protein ekstrakti, hidrolizatlar1 ve viicut sivisimin, farklh
konsantrasyonlarda DPPH radikallerini siipiirme etkileri arastirilmis, pozitif kontrol 6rnegi
olarak C vitamini ve ticari antioksidant olan BHT kullanilmistir. DPPH siiplirme etkisine
ait elde edilen bulgular Sekil 4.10°da 6zetlenmistir.

Yapilan ¢aligmada, kontrol olarak kullanilan Vitamin C ve BHT nin 0,5 — 20 mg /ml
konsantrasyonlar1 arasindaki DPPH siiptirme etkileri % 70 - % 100 degerleri arasinda
tespit edilmistir. Kontrol ornekleri yaninda, en yiikksek DPPH siiplirme etkisi kolajende
%40- % 85, kolajen pepsin hidrolizatinda % 32 - % 78, toplam protein tripsin
hidrolizatinda % 14 - % 75 aralifinda, en diisiik ise viicut sivis1 (% 1 - % 45) ve i¢ organ
pepsin hidrolizatinda (% 2 - % 56) tespit edilmistir. Calisma bulgulart DPPH radikallerini
temizleme etkisinin, protein kaynagi, konsantrasyonu ve hidrolize edildigi enzimin tiiriine

gore degisebilecegini gostermistir (p<0,05).
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DPPH Radikalleri Temizleme AKktivitesi
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Vit C: C Vitamini, BHT: Biitil Hidroksi Toluen, Ext: Total ekstrakt, Vp: Viicut duvari protein ekstrakti, VpP:
Vp pepsin hidrolizati, VpT: Vp tripsin hidrolizati, Col: Kolajen, CP: Kolajen pepsin hidrolizati, CT: Kolajen
tripsin hidrolizati, BP: i¢ organ pepsin hidrolizati, BT: I¢ organ tripsin hidrolizati, VS: viicut sivis1

Sekil 4.10. Holothuria tubulosa’nin ¢6ziicii ekstrakti, viicut sivisi, proteinleri ve bu
proteinlerin hidrolizatlariin, C vitamini ve BHT’ye goére DPPH radikalleri siiplirme

etkisinin konsantrasyona bagli degisimleri

Cesitli su {irlinleri protein ve hidrolizatlarimin DPPH aktivitesi ile ilgili yapilan
caligmalar arasindan; Jimenez ve ark. (2015) jumbo kalamarin kol ve yiizgeclerinden elde
ettikleri kolajeni tripsin ve proteaz XIV enzimleri ile hidroliz ederek DPPH aktivitelerini
incelemistir. Arastirmacilar, kolajenin elde edildigi bolgeye gore antioksidan aktivitenin
degistigini ifade ederek, 2,5 mg/ml konsantrasyonda en yiiksek DPPH siipiirme
aktivitesini, kalamar kol kolajeninin tripsin ve proteaz XIV hidrolizatlarinda (% 45 ve %
43), daha sonra yiizgecten elde edilen hidrolizatlarda (% 34 ve % 32), son olarak kol ve
yiizgec kolajenlerinde (% 20 ve % 18) tespit etmislerdir. Bu calismada ise kolajen ve
hidrolizatlarinin 2,5 mg/ml konsantrasyonda tespit edilen DPPH aktivite degerleri (% 58,
%50), Jimenez ve ark. (2015)’nin bildirdigi degerlerden (% 18 - % 45) daha yiiksek
bulunmustur. H. tubulosa kolajeninin tripsin hidrolizati ile kalamar kolajeninin tripsin
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hidrolizatina ait DPPH aktivite degerleri (% 40 - % 45) arasinda ise benzerlik tespit
edilmistir. Bu iki calisma arasindaki DPPH aktivite degerleri arasindaki farkliligin,
arastirmacilarin da ifade ettigi gibi, enzim ve protein kaynagindaki farkliliklardan ileri
geldigi disiintilmektedir. Tripsin enzimi i¢in tespit edilen benzerligin nedeni ise, tripsin
enziminin lisin-arjinin amino asit rezidiisii olacak sekilde hidrolizasyon gergeklestirmesi,
burada kaynak farkli olsa da olusan hidrolizatlarin biiyiik 6l¢iide benzer amino asit i¢eren
peptidlere parcalamasidan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Protein kaynagi ve enzim tiiriiniin
hidrolizatlarin antioksidan aktivite gostermesine etki ettigi kadar, kullanilan enzimin
konsantrasyonu ve hidrolizasyon siiresi, yani hidrolizasyon derecesinin de DPPH
aktivitesini etkiledigi bildirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, Hint istavritinin pepsin ve
papain ile hidrolizasyon derecesinin enzim konsantrasyonu arttik¢a ve alt1 saat boyunca her
iki enzim grubunda da siirekli arttigini, konstrasyon ve hidrolizasyon siiresi artttkca DPPH
radikaleri sliplirme etkisinin arttig1 ve pepsinin tiim gruplarda papainden daha iyi aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir (Sheriff ve ark., 2014). Jridi ve ark. (2013) ise kalamardan
elde ettikleri pepsin ile hidrolize kolajenin farkli konsantrasyonlarda DPPH radikalleri
temizleme aktivitesini, kullanilan enzim konsantrasyonunun en fazla oldugu 15 U/g
grubunda % 68 olarak tespit etmislerdir. Ghanbari ve ark. (2015) Actinopyga lecanora
deniz hiyan tiiriinii alt1 farkli enzim ile hidrolize ettigini, 1 mg/ml konsantrasyondaki bu
hidrolizatlarin DPPH radikallerini siipiirme aktivitesini sirasiyla, alkalaz, papain,
bromelain, tripsin, pepsin ve flavourzyme hidrolizatlarinda en yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. Bagka bir deniz hiyari tiirii olan Cucumaria frondosa’nin pepsin ve tripsin
de dahil olmak tizere yedi farkli enzim ile hidrolizasyonunda en yiiksek DPPH radikalleri
stiplirme etkisini flavourzyme enziminde en diisiik ise papain enzimlerinde tespit
etmislerdir (Yan ve ark., 2016). Arastirmacilar, pepsin ve tripsin enzim hidrolizatlarinin 2
mg/ml konsantrasyonundaki bu degerleri sirasiyla % 5 ve % 9 olarak, bu calismadaki 2,5
mg/ml konsantrasyonunda pepsin (% 22) ve tripsin (% 21) degerlerinden diisiik degerlerde
bildirilmistir. Buna karsin farkli materyal {izerinde yapilan bir ¢aligmada pepsin de dahil
alt1 farkli ticari enzim ile salmon atiklarinin hidrolizasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen
hidrolizatlar arasinda en yiiksek DPPH siipiirme aktivitesinin % 62 ile pepsin
hidrolizatlarinin saflastirismis fraksiyonlarinda oldugu belirtilmistir (Ahn ve ark., 2014).
Bu c¢alismada, deniz hiyarinin farkli protein ve hidrolizatlar1 arasinda, en yliksek
DPPH radikalleri siiptirme aktivitesi pepsin hidrolizatlarinda belirlenmistir. Bu bulgunun,
farkli protein kaynaklarinda, diger enzimlere gore pepsin hidrolizatlarinin daha iyi

aktiviteye sahip oldugunu belirten ¢alismalar ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Ancak, ayn1
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caligmalarda, hidrolizasyon sonrasinda elde edilen fraksiyon ve saflagtirilmis peptidlerin
ise, bu calismadaki tim Ornek gruplarindan daha yiiksek diizeyde DPPH radikallerini
siipiirme aktivitesine sahip oldugu rapor edilmistir. Dolayisiyla, hidrolizasyon amaciyla
uygulanan enzimden daha 6nemli olarak, elde edilen hidrolizatlarin saflastirilarak veya
fraksiyonlarina ayrilarak kullanilmasi aktivitenin daha yiiksek diizeylerde olmasina neden
olmaktadir (Ahn ve ark., 2014; Jimenez ve ark., 2015).

Baz1 ¢oziciiler ile canlilarin viicut pargalarindan veya tamamindan elde edilen
ekstraktlar farkli derece de antioksidan aktivite gosterebilmektedir. Althunibat ve ark.
(2009) ti¢ farkli deniz hiyar tiiriiniin viicut duvari su ve metanol ekstraktlarinin 25 mg/ml
konsantrasyondaki en yiiksek DPPH aktivitesini Holothuria leucospilota’da tiiriinde
strastyla % 37 ve % 55 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada toplam ¢oziicli ektraktinin
DPPH aktivitesi ise 20 mg/ml’de % 65 olarak aragtirmacilarin bildirdigi en yiiksek
degerden daha iyi bulunmustur. Baska bir ¢alismada ayni tiiriin kurutulmus viicut duvari
metanol ekstraktlarinin DPPH aktivitesi ise 1 mg/ml konsantrasyonda % 52 olarak
bildirilmistir (Soltani ve Baharara, 2014). Holothuria atra’nin viicut duvari, i¢ organlari ve
tiim viicudunun metanol ekstraktlarinin 20 pg/ml’deki DPPH akvitesi ise sirastyla, % 32,
% 34 ve % 18 olarak bildirilmistir (Nobsathian ve ark., 2016). Bu tiirlerden ayr1, dort farkl
deniz hiyar tiirliniin viicut duvart metanol ekstraklarimin 1 mg/ml konsantrasyonlarinda
DPPH aktivesi % 10 - 40 arasinda oldugu rapor edilmistir (Pangestuti ve ark., 2016). Bu
aragtirmacilarin  metanol ekstraktinin < 1 mg/ml konsantrasyonlarinda bildirdikleri
sonuglar, bu c¢aligmadaki 10 mg/ml konsantrasyonunda tespit edilen oranlardan daha
yiiksek diizeydedir. Bunun nedeninin, laboratuvar uygulamalar1 ve tiir farkliligindan ileri
geldigi diislintilmektedir. Metanol ekstraktlar1 ile ¢oziinebilen potansiyel antioksidantlar,
proteinlerin aksine, tiirlere gore ¢ok varyasyonlarda olabilmektedir. Fenolik bilesikler ve
yaglar basta olmak iizere bu ekstraklarin miktar1 ve ¢esidi antioksidan etkinin ¢ok cesitli
derecelerde olmasina neden olmaktadir. Genel olarak bakildiginda ise, H. tubulosa’nin
protein hidrolizatlar1 ve ¢oziicii ektraktinin diger tiirlere gore oldukea iyi, vitamin C ve
ticari antioksidan BHT ye gore, dogal oldugu gz Oniinde bulundurulursa, iyi bir DPPH
stiplirme aktivitesine sahip olmasi yoniinden, antioksidan ajan olma potansiyeline sahip

oldugu anlasilmaktadir.

4.3.2.2. Demir Selatlama Ozelligi
Demir (Fe*?) gibi iz element iyonlari, hidroksil radikal ve siiperoksit anyon gibi

reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalize etmektedir. Ozellikle Fe*?, énemli bir reaktif
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oksijen tiirii olan lipid hidroperoksitlerini, fenton reaksiyonu sirasinda dekompoze ederek
olusturmaktadir. Potansiyel olarak bu serbest radikaller oksidatif strese bagli bazi
hastaliklarin olusumunu hizlandirmaktadir. Bu yiizden bu metal iyonlar1 anti-oksidatif
peptidler ile selatlanarak inaktif hale getirilmekte ve oksidasyon reaksiyonlari
geciktirilmektedir (Baugatef ve ark., 2012).

Deniz hiyar1 protein ektrakt ve hidrolizatlarin selatlama ozellikleri Fe*? — ferrozin
kompleks formasyonunun inhibasyonu ile 6l¢iilmiistiir. Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

(EDTA)’in referans selatlayici ajan olarak kullanildig1 analizlerin bulgular sekil 4.11°de

Ozetlenmistir.
Demir Kompleksi Selatlama Ozelligi
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Ext: Total ekstrakt, Vp: Viicut duvari protein ekstrakti, VpP: Vp pepsin hidrolizati, VpT: Vp tripsin
hidrolizat1, Col: Kolajen, CP: Kolajen pepsin hidrolizati, CT: Kolajen tripsin hidrolizati, BP: I¢ organ pepsin
hidrolizati, BT: I¢ organ tripsin hidrolizati, VS: viicut s1visi

Sekil 4.11. H. tubulosa’nin ¢oziicii ekstrakti, viicut sivisi, proteinleri ve bu proteinlerin

hidrolizatlarinin, EDTA’ya gore selatlama yeteneginin konsantrasyona bagli degisimleri
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Elde edilen bulgulara gore, Fe*? — ferrozin kompleks formasyonunun selatlamasini
EDTA ajaninin 0,5 mg/ml konsantrasyonunda % 60 ve 20 mg/ml konsantrasyonunda %
100 olarak gerceklestirdigi tespit edilmistir. EDTA’ya en yakin selatlama yetenegini 20
mg/ml’de sirasiyla, protein pepsin hidrolizati (%81), i¢ organ pepsin hidrolizat1 (% 78) ve
pepsin ile c¢oziinebilen kolajen (% 77)’nin gosterdigi tespit edilmistir.  Yine ayni
konsantrasyonda en diisiikk selatlama 6zelligini ise viicut sivisi ornegi gostermis (% 50),
viicut s1visini i¢ organ tripsin hidrolizati (% 60) ve protein ekstrakti (% 65) takip etmistir.
Kolajenin 2,5 g/ml’ye kadar olan konsantrasyonlardaki selatlama yeteneginin tim
gruplardan istiin oldugu istatistiki agidan anlamli bulunmustur (p<0,05). En diisiik
konsantrasyon olan 0,5 mg/ml’de ise protein tripsin hidrolizatinin selatlama yeteneginin
diger gruplara gore farkinin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Tiim Ornekler icin
konsantrasyon, protein kaynagi ve enzim farkliliginin selatlama yetenegi tizerine etkisinin
onemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Proteinlerin antioksidan akitivitesinin incelendigi birgok c¢alismaya literatiirde
rastlamak miimkiindiir. Antioksidan 6zelligin belirlenmesinde énemli bir test olan demir
selatlama 6zelligi, daha ¢ok karasal kaynakli canlilarin protein ekstraktlari, yag ekstraktlar
veya toplam ¢oziicii ektraktlarinda incelenmis, deniz canlilarinin incelendigi ¢alismalar ise
son yillarda yogun olarak yapilmistir. Deniz canlilarindan elde edilen proteinlerin ve bu
proteinlerin ¢esitli enzimler ile hidrolizatlarinin g¢alisildigi arastirmalarda, antioksidan
aktivitenin, Ozellikle izole edilen proteinin hidrolize edilmesiyle daha etkili sekilde
gozlemlendigi belirtilmektedir (Dong ve ark., 2008; Gimenez ve ark., 2009; Aleman, ve
ark., 2011). Bunun nedeni ise, proteinlerin ii¢linciil yapilarinda gosteremedikleri bazi
biyokimyasal 6zelliklerini, hidrolize edildiklerinde, aktif peptidlerin agiga ¢ikarak daha net
gostermesidir. Kalamar jelatini ile yapilan bir ¢aligmada, jelatinin selatlama yetenegi
oldukca diisiik bildirilirken, bu jelatinin tripsin, alkalaz ve esperaz enzimleri ile
hidrolizasyonun % 80 Fe?* selatlama kapasitesine sahip oldugu rapor edilmistir (Aleman
ve ark., 2011). Ayn sekilde, sazan baliginin alkalaz enzimi ile hidrolizasyonunun kimyasal
ticari selatlama ajanlar1 gibi bir 6zellik gostererek, %100 degerine yakin selatlama 6zelligi
gosterdigi tespit edilmistir (Dong ve ark., 2008). Alkalaz enzimi ile yapilan baska bir
calismada ise, dil balig1 ve kalamardan elde edilen jelatinlerin 25 mg/ml konsantrasyonda
selatlama ozelligi % 2-5 civarinda bulunurken, bu jelatinlerin hidrolizasyon sonrasinda
ayn1 konsantrasyondaki selatlama yetenegi % 97 - 99 olarak rapor edilmistir (Gimenez ve
ark., 2009). Je ve ark. (2015)’da abalon i¢ organ alkalaz hidrolizatinin selatlama yetenegini

2 mg/ml gibi ¢ok diisiik konsantrasyonda, % 90 civarinda tespit etmis ve potansiyel Fe?*
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selatlama ajan1 olarak bu hidrolizatlarinin degerlendirilebilecegini vurgulamistir. Nil
tilapya derisinin yedi farkli enzim ile hidrolizasyoninda en fazla aktiviteyi % 83 oraninda
tripsin enziminin gosterdigi ve alkalaz enzimi hidrolizatindan daha i1yi bir selatlama
potansiyeli oldugu sonucuna varilmistir (Choonpicharn ve ark., 2015). Enzimler genel
anlamda farkli peptid karigimlari igeren hidrolizatlar meydana getirmekte, hidrolizatlarin
selatlama yetenegi bu olusan hidrolizatlardaki peptidlerin molekiiler agirliklart ile alakali
sekillenmektedir. Hidrolizasyon sonrasinda elde edilen fraksiyonlardan diisiik molekiiler
agirliga sahip olanlarin daha iyi selatlama o6zelligi gosterdigi bildirilmektedir (Dong ve
ark., 2008). Ancak, ¢ok diisiik molekiillere sahip peptidlerin kuaracagi selatlamalarin ise
dayanaksiz olabilecegi ve dolayisiyla sabit olmayacagi da ifade edilmektedir (Aleman ve
ark., 2011). Bu ¢alismada genel anlamda, Lys-Arj rezidiisiine sahip hidrolize peptidler
olusturan tripsin hidrolizatlarinin (Adler-Nissen, 1993), pepsin hidrolizatlarina gore daha
iyi selatlama yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Literatiirde rapor edilen calisma sonuglarina gore, proteinlerin alkalaz, tripsin ve
esmeraz gibi bazi1 spesifik enzimler ile hidrolizasyonu sonrasinda, bu hidrolizatlardan
hazirlanan 5 mg/ml konsantrasyondaki soliisyonlarin, genel olarak iyi bir selatlama 6zelligi
gosterdigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada ise, Holothuria tubulosa’dan elde edilen kolajen,
toplam protein ve hidrolizatlarinin 6zellikle 1 mg/ml {izerindeki konsantrasyonlarda,
literatiirde bildirilen degerler ile kiyaslandiginda iyi bir selatlama ajan1 potansiyeline sahip

oldugu kanisina varilmstir.

4.3.2.3. indirgeme Giicii Ozelligi

Indirgeme giicii kabiliyeti, molekiillerin elektron veya hidrojen dondrii vererek
ortamda kararsiz halde bulunan serbest radikalleri daha kararli hale getirmesi ile alakalidir.
Indirgeme giicii yiiksek molekiiller, radikal zincir reaksiyonlarini hizla sonlandirmakta ve
spektrofotometrede belirli dalga boyunda, daha yiiksek absorbans degerine sahip
olmaktadir (Qi ve ark., 2006). indirgeme giicii antioksidan aktivite ile iliskili olup,
indirgeme giiciine sahip antioksidanlar Fe*® /ferrisisiyanid kompleksini demir formuna
dontistiirmektedir (Bougatef ve ark., 2009). Bu ¢alismada deniz hiyar1 protein ekstrakti,
hidriolizatlar ve viicut sivisinin farkli konsantrasyonlarda indirgeme yetenekleri, pozitif
kontrol olan C vitamini ve BHT esliginde 6l¢iilmiis ve tespit edilen bulgular Sekil 4.12°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.12. Holothuria tubulosa’nin ¢oziicii ekstrakti, viicut sivisi, protein ve

hidrolizatlarinin, C vitamini ve BHT ye gore indirgeme 6zelliginin konsantrasyona bagh

degisimleri

Elde edilen bulgulara gore tiim konsantrasyonlarda en yiiksek indirgeme giici,
pozitif kontrol olan Vitamin C 6rneginde, ardindan ise BHT 6rneginde tespit edilmistir. 20
mg/ml konsantrasyonda en yliksek indirgeme giiciinii C vitamini (1,80) ve BHT (1,78)’den
sonra kolajen (1,65) ve kolajenin tripsin hidrolizati (1,63) vermistir. Ayn1 konsantrasyonda
en diisiikk indirgeme giicii ise toplam ¢oziicii ekstrakti (0,67) ve viicut sivist (0,80)

orneklerinde belirlenmistir. Ornek konsantrasyonu 2,5 mg/ml oldugunda, protein
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ekstraktinin BHT ye gore daha yiiksek absorbans vererek daha iyi bir indirgeme 6zelligine
sahip oldugu belirlenmistir. Hidrolizat ve kullanilan enzim ile 6rnek konsantrasyonunun,
indirgeme giicii lizerindeki etkisi istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Diger arastiricilarin yaptiklar1 caligmalarda da, farkli materyal ve enzim tiplerinin
kullanilmasi ile farkli indirgeme giicli aktiviteleri rapor edilmistir. Ekonomik deniz hiyari
tirli olan Cucumaria frondosa’nin i¢ organlarinin yedi farkli enzim ile hidrolizasyonu
sonrasinda, 2,5 mg/ml’deki en yiiksek indirgeme giicli alkalaz (0,23) ve tripsin (0,22)
hidrolizatlarinda, en diisiik ise pepsin hidrolizatlarinda tespit edilmis, kullanilan enzim
farkliliginin amino asit rezidiistinde degisiklige neden olmasi nedeniyle indirgeme giliciinde
farkliliklar oldugu ifade edilmistir (Yan ve ark., 2016). Abalonun dort farkli enzimle
hidrolizasyonu sonucunda ise, flavourzyme hidrolizatlarinin en yiiksek akitiveye sahip
oldugu ifade edilerek, 2,0 mg/ml konsantrasyonda bu hidrolizatin indirgeme giicii 0,83
(700 nm absorbans) olarak bildirilmistir (Park ve ark., 2015). Hint istavritinde papain ve
pepsin ile yapilan calismada ise, 2,5 mg/ml konsantrasyonda pepsin hidrolizatlarinin
(0,24), papain hidrolizatlarina (0,19) gére daha {istiin indirgeme giicline sahip oldugu, her
iki enzim hidrolizatinda yakalanan absorbans degerlerinin ise, a-tokoferol ve BHT ile
benzer diizeyde oldugu rapor edilmistir (Sheriff ve ark., 2014).

Bagka bir deniz hiyar tiirti olan Isostichopus badionotus’un kendi mide-bagirsak
enzimleri ile yapilan hidrolizasyonu sonucunda hidrolizatlarin indirgeme giicliniin askorbik
aside gore oldukea diisiik oldugu bildirilmistir (Vega ve ark., 2013). Li ve ark. (2013) ise,
Apostichopus japonicus Selenka deniz hiyari isleme sivisi atiklarinda yaptiklart ¢alismada
indirgeme giicliniin aktivitesini 1,0 mg /ml konsantrasyonda 0,85 olarak, ayni
konsantrasyonda C vitaminin aktivitesini ise 0,92 olarak bildirmislerdir. Tarak
(Patinopecten yessoensis) proteininin ndtraz enzimi ile hidrolizatlarinin 3 - 21 mg/ml
konsantrasyon araligindaki indirgeme gii¢leri 0,32 — 1,2 olarak, C vitaminin ise 0,4 - 1,3
degerleri arasinda oldugu rapor edilmistir (Wu ve ark., 2016).

Farkli protein kaynaklarinin indirgeme giiciine ait yukarida verilen bulgularla, bu
calismada benzer konsantrasyonda H. tubulosa’dan elde edilen 6rneklerin indirgeme giicii
benzerlik gostermektedir. Arastirmacilarin genel olarak 2 - 3 mg/ml konsantrasyonlarda
bildirdikleri ve iyi abosrbans degerleri olarak ifade ettikleri degerler olan 0,22 — 0,83
absorbans degerleri, bu calisma da 0,12 - 0,63 degerleri araliginda belirlenmistir.
Dolayisiyla bu calismada, hem referans orneklere gore, hem de referans caligmalardaki
ifadelere gore, H. tubulosa’ya ait protein ve hidrolizatlarinda, indirgeme ajani

potansiyeline sahip oldugu anlasilmaktadir.
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4.3.2.4. Hidroksil Radikal Tesiriyle Olusan DNA Hasarim Koruma Ozelligi

DNA, serbest radikaller tarafindan olusan oksidatif hasarinin bir diger hassas
hedefidir. Bu yiizden, asir1 serbest radikal olusumunun canlida DNA hasarina yol agmasi
¢ok muhtemeldir. DNA hasar1 sonucu kanser ve sinir hastaliklar1 olusmakta, bunlarin
olugmasinda ise hidroksil radikaller (*OH) biiyiik rol oynamaktadir (Je ve ark., 2015; You
ve ark., 2002).

Bu calismada deniz hiyar1 protein ekstrakt ve hidrolizatlarinin in vitro olarak
hidroksil radikallerin tesiriyle olusan DNA hasarim1 koruma potansiyeli incelenmistir.
Oksidatif sartlar altinda siiper sarmal DNA, ac¢ik hale doniismekte ve ethidium bromiir ile
bu degisim, elektroforez ile gézlemlenebilmektedir. Siipercoil plasmid DNA’s1 tek bir
gliclii bant olarak jelin alt kisimlarinda goriiliirken, hidroksil radikal tesiriyle hasar gorerek
konformasyonu degisen DNA’lar siipercoil formdan 6nce bir bant olusturmaktadir. Olusan
hasar ne kadar gili¢lii ise siipercoil DNA bantinin 1simasi o kadar azalmakta, linear
formdaki bantin goriintiisli artmaktadir.

Bu c¢alismada, H. tubulosa’dan elde edilen, ¢oziicii ektrakti, protein ve
hidrolizatlarinin, 50 pg konsantrasyonda, E. coli pBR3222 plasmid DNA’simnin siipercoil
yapisini koruma 6zelligi arastirtlmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.13’te 6zetlenmistir.

Hidrojen peroksit eklenmemis olan kontrol grubunda DNA siipercoil bantinin % 100
olarak kabul edildigi testlerde, viicut duvarit toplam protein ekstraktinin maksimum
konsantrasyon olan 20 mg/ml’de % 27,13 oraninda koruma yapabildigi belirlenmistir.
Ayni konsantrasyonda kolajen ise % 40,27, pepsin ile ¢oziinebilen kolajen ise % 56,24
orani ile en yiiksek koruma oOzelligini gosterdigi tespit edilmistir. I¢ organ tripsin
hidrolizat1 ise % 5,12’lik oranla en diisik DNA hasar1 koruma 6zelligine sahip 6rnek

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13).
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pepsin hidrolizat: 8: i¢ organ tripsin Hidrolizat1 9: Total ekstrakt
Sekil 4.13. Holothuria tubulosa’dan elde edilen orneklerin E. coli pBR32 plasmid

DNA ’sin1 oksidatif hasara kars1 koruma dereceleri

DNA hasar1 belirleme ¢alismalarinda kullanilan konsantrasyon ve saflastirmanin
hasarin belirlenmesinde 6nemli rol oynadig1 goriilmiistiir. Stichopus japonicus deniz hiyar1
tiirlinlin i¢ organ hidrolizati ile yapilan bir ¢alismada, hidrolizatlar 6nce fraksiyonlarina
ayristirtlmis ve ayristirilan fraksiyonlar saflagtirilarak elde edilen oligopeptidlerin, 2 mg/ml
konsantrasyonlarinda pBR3222 plasmid DNA’sinin hidroksil radikal tesiriyle olusan
hasara kars1 koruma saglamadigi, ancak 30 mg/ml konsantrasyonlarda etkili bir koruma
sagladigi rapor edilmistir (Zheng ve ark., 2012). Ahn ve ark. (2014) salmon atiklarindan
yaptiklar1 hidrolizatlardan elde ettikleri octapeptidin antioksidan aktivitesini inceledikleri
calismada, E. coli PBR3222 plasmid DNA’sinin siipercoil formunu koruma &zelligini de
incelemisler ve arastirmacilar saflastirdiklar1 octapeptidin 400 uM konsantrasyonunun %
48,58’e kadar DNA hasar1 koruma 6zelligi gosterdigini rapor etmislerdir.

Je ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada ise orkinos balig1 karaciger hidrolizatlarinda,
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farkli enzimler ile elde ettikleri hidrolizatlardan farkli boyutlarda peptid fraksiyonlari elde
etmis ve bu fraksiyonlarin iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ifade etmislerdir.
E. coli pBR3222 plasmid DNA’sm1 hidroksil radikal tesiriyle olusan hasara kars1 2 - 4
mg/ml konsantrasyonlarin koruma potansiyeli oldugunu ifade eden arastiricilar, bu
potansiyelin ikinci hidroliz asamasinda elde edilen peptidlerde daha fazla oldugunu
belirtmislerdir (Je ve ark., 2009).

Himaya ve ark. (2012) yaptiklari ¢alismada ise Pasifik morina baligi deri jelatin
hidrolizatindan elde ettikleri peptid fraksiyonlarinin iyi bir antioksidant kapasiteye sahip
oldugunu ve hidroksil radikal tesiriyle olusan DNA hasarimi koruyucu 6zellik tasidigini
rapor etmislerdir.

Bu calismada elde edilen tiim numune gruplarinda DNA hasar1 koruma 6zellikleri
farkli oranlarda tespit edilmis, ancak genel anlamda sonuglarin yukarida verilen
arastirmacilarin bulgularina benzer oranlara sahip oldugu goriilmiistiir (Je ve ark., 2009;
Zheng ve ark., 2012; Ahn ve ark., 2014). E. coli pBR3222 plasmid DNA’sinin siipercoil
formunun korundugu bariz belli olan, kolajen ve pepsin ile c¢oziinebilen kolajen
orneklerinin ayn1 zamanda demir selatlama, indirgeme giicii gibi antoksidan ozellikler
bakimindan da 1yi bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. Kolajen ve pepsin ile
¢Oziinebilen kolajenin hidrofobik 6zelliginin olmasi ve viicudun hidroksil radikallere karsi
savunma mekanizmalarinda yer alan antioksidatif enzimlere (siiperoksit dismutaz,
glutatyon ve katalaz) benzer amino asit icerie sahip olmasi (peptidlerin N-
terminallerindeki 16sin amino asidinin varligl), DNA hasarina karsi koruma o6zelligini

artiran ana nedenler olarak diistiniilmektedir (Himaya ve ark., 2011).

4.3.2.5. Antimikrobiyal Ozelligi

Antibiyotiklerin kesfinden sonra, insan ve hayvanlarin saglikli olabilmeleri i¢in
yogun antibiyotik kullanim1 gerceklesmistir. Ancak, yanlis ve uzun antibiyotik kullanimi
ile ozellikle bakterilerin, 6zel hiicresel karakteristikleri araciligiyla, antibiyotiklere karsi
direng gostermesine neden olmustur. Bu sebeple, farkli kaynaklardan yeni antibiyotiklere
ve daha Onemlisi, dogal olan antimikrobiyal etkideki alternatif kaynaklara ihtiyag
dogmustur. Bu ihtiyacin karsilanmasi amaciyla, karasal ve denizel canlilar {izerine bir ¢cok
arastirma yapilmis ve bazilarinda antimikrobiyal etkiye sahip bilesikler elde edilmistir.
Ancak, heniliz bu ihtiya¢ tam anlamiyla karsilanmamis olup, 6zellikle deniz canlilari
arasinda bu ydnde arastirilmayi bekleyen bir ¢ok tiir bulunmaktadir. Ozellikle farkli

immiin ve savunma sistemlerine sahip olan canlilarda, nétrofil ve diger fagositik hiicrelerin
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yanisira (Hancock, 1997), canlinin viicut kisimlarinda ihtiva ettigi proteinaz K, lizozim,
laktoferrin, gibi dogal proteinlerin de antimikrobiyal aktivitesi olabilmekte, yani sira diger
proteinlerin enzim hidrolizasyonu ile de antimikrobiyal aktiviteye sahip proteinler elde
edilebilmektedir.

Bu calismada deniz hiyar1 protein ekstrakti, ve hidrolizatlari, toplam ¢oziicii ekstrakti
ile viicut sivisimin belirlenen MIK degerleri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmig, pozitif kontrol ve kiyaslama amaciyla Amoxycillin-
Kluvanaik asidin kullanildig: testin sonuglar1 4.7°de gosterilmistir.

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubu Amoxicillin-Kluvanaik aside goére protein
ekstrakti ve kolajenin 50 mg/ml konsantrasyonda benzer etkide oldugu belirlenmis, bu iki
ornegin diger drnek gruplarindan daha {istiin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. i¢ organ, protein ve kolajen hidrolizatlarinin énemli bir antimikrobiyal etkisi
gbzlenmemis olup, viicut sivisi ve toplam ekstraktinda ise konsantrasyonlara bagli olarak,
25 mg/ml iizerinde antimikrobiyal etki gézlemlenmistir.

Uzun yillardir dogal antimikrobiyal ajanlarin kesfedilmesine yonelik yapilan
caligmalara ilave olarak, son yillarda deniz kaynakli canlilar iizerine yapilan ¢alismalar
oldukga artmistir. Ozellikle kabuklular {izerine yapilan galismalar yogunluktadir. Mavi
yenge¢ (Callinectus sapidus) (Edward ve ark., 1996), Amerikan 1stakozu (Homarus
americanus) (Battison ve ark., 2008), ériimcek 1stakozu (Hyas araneus), (Stensvag ve ark.,
2008) ve istridye (C. gigas) (Liu ve ark., 2008) ile yapilan ¢aligmalarda; elde edilen protein
ve protein hidrolizatlarinin, baz1 bakteri, mantar ve protozoa tiirlerine karsi antimikrobiyal,

antirprotozoan ve antifungal aktivite gésterdigi bildirilmistir.
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Cizelge 4.7. Holothuria tubulosa’nin ekstrakti, viicut sivisi, proteinleri ile bu proteinlerin
hidrolizatlarinin ve Amoxycillin-kluvanaik asit antibiyotiginin antimikrobiyal aktiviteleri
Salmonella typhimurium (ATTC 51812)

mg/ml | AmxC Ext Vp VpP VpT Col CP CT BP BT VS
50 | | R R R R
25 | | R R | R R R R |
12,5 | | R R | R R R R |
6 R R R R R R R R R R
3 R R R R R R R R R R
1,5 \ | R R R R R R R R R R
0,75 \ R R R R R R R R R R R
Escherichia coli (ATCC 25922)
VpT Col CP CT BP BT VS
I R R R R
R | R R R R |
R R R R R R R
R R R R R R R
R R R R R R R
R R R R R R R
R R R R R R R
Bacillus cereus (ATTC 7464)
Ext Vp VpP VpT Col CP CT BP BT VS
R R R R R R R I
R | R R | R R R R R
R | R R R R R R R R
R R R R R R R R R R
R R R R R R R R R R
R R R R R R R R R R
R R R R R R R R R R
Staphylococcus aureus (ATTC 25923)
VpP VpT Col CP CT BP BT VS
R R R R R R R
R R S R R R R R
R R | R R R R R
R R R R R R R R
R R R R R R R R
15 R R R R R R R R
075 | R R R R R R R R R R

AmxC: Amoxicillin-Kluvanaik Asit, Ext: total ekstrakt, Vp: Viicut duvari protein ekstraktr, VpP: Vp pepsin
hidrolizati, VpT: Vp tripsin hidrolizati, Col: Kolajen, CP: Kolajen pepsin hidrolizati, CT: Kolajen tripsin
hidrolizati, BP: I¢ organ pepsin hidrolizati, BT: i¢ organ tripsin hidrolizati, VS: viicut s1vis1

Derisidikenliler smifina ait canlilarda da antimikrobiyal etki gosteren bilesikler
iceren calismalar bulunmaktadir. Ornegin Haug ve ark. (2002), deniz kestanesi
(Strongylocentrotus droebachiensis), deniz hiyar1 (Cucumaria frondosa) ve deniz yildizi
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(Asterias rubens) tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla, bu canlilarin
i¢c organ, gonad, solunum agaclari, viicut sivisi ve viicut duvarlarini toplayarak, asitonitril
ve triflorik asedik asit ile ektraktsiyonlarim1 yapmuslardir. Arastirmacilar, Vibrio
anguillarum, Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum ve Staphylococcus aureus
bakterileri iizerinde, {i¢ tilirlin hepsinde viicut duvari ve viicut sivisinin antimikrobiyal
etkiye sahip oldugunu gézlemlemis, deniz kestanesi i¢ organ ekstraklarinda antimikrobiyal
aktivitenin hig tespit edilmedigini, genel olarak diger kisimlarin ekstraklarinda ise, deniz
hiyarinda olduk¢a az ancak, deniz yildizinda yiiksek oranda antimikrobiyal aktivite
goriildiigiinii rapor etmislerdir. Deniz hiyarinin viicut duvari yasadigi ortamda olumsuz
sartlara, ozellikle mikroorganizmalara kars1 dayaniklilik gosterdiginden, arastirmacilarin
ilgisini ¢ekmistir. Bir deniz hiyar1 tiirii olan Parastichopus parvimensis viicut duvari
ekstraktt ile yapilan c¢alismada ise arastirmacilar, Ampicillin ve Tetracycline
antibiyotiklerinin yaklagik % 7-10’u kadar etkide antimikrobiyal aktivite tespit ettiklerini
bildirmiglerdir (Villasin ve Pomory, 2000). Yapilan bir ¢alismada, Holothuria atra,
Holothuria scabra, Actiopyga echinites ve Actinopyga miliaris deniz hiyari tiirleri viicut
duvar alkol ekstraktlarinin, Aeromonas, Enterococcus, E. coli, Klebsiella, Pseudomonas,
Salmonella, S. aureus, Vibrio ve Aspergillus cinsi mikroorganizmalarin iizerinde ¢esitli
derecelerde antimikrobiyal etki tespit edildigi, ancak higbir viicut duvari ekstraktinin
Bacillus sp. iizerinde bir etkiye sahip olmadigi rapor edilmistir (Abraham ve ark., 2002).
Bu ¢alismada da, test edilen dort mikroorganizma igerisinde, referans antibiyotik de dahil
olmak {lzere, Orneklere en direncli tiirin B. cereus oldugu tespit edilmistir.
Mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara direncglilik gostermesi biiylik Glgiide daha
onceden bu ajanlar ile karsilagmalar1 veya bu ajanlar ile karsilasip hayatta kalma becerisini
kazanmis hiicreler ile ayn1 popiilasyonda bulunmalar: ile alakalidir. Diger taraftan hiicre
duvarindaki farkliliklarin (gram pozitif-negatif, maya-kiif) antimikrobiyal ajanlarin etkisini
degistirmektedir. B. cereus, hiicre kilifi olan mikroorganizma tiirii olmasinin, hem bu
calismada hem de Abraham ve ark. (2002)’nin caligmasinda en direngli organizma
olmasmin ana nedeni olarak dislniilmektedir. Tim Ornekler arasinda en fazla
antimikrobiyal aktivite, toplam protein ekstrakti ile kolajen orneklerinde tespit edilmistir.
Bu iki 6rnek gurubunda tespit edilen antimikrobiyal aktivitenin, biiyiikk oranda, canlinin
temel savunma proteinlerini, hidrolize edilmeden dogal formunda kapsamasindan
kaynaklandig1  diistinlilmektedir. Hayvanlarda bulunan antimikrobiyal o&zellikteki
peptidlerin biiyiikk cogunlugunun dis ortama temas eden ve bakteri, viriis, mantar gibi

mikroorganizmalara kars1 immiin sistemin temeli olan doku veya organlarda oldugu ifade
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edilmektedir (Zasloff, 2002; Schauber ve Gallo, 2008). Dolayisiyla, deniz hiyarlarinda dis
ortama temas eden birincil doku viicut duvarinda bulunan proteinlerin, bu nedenle daha iyi
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu diistiniilmektedir.

Yapilan 6nceki ¢alismalardaki bulgular ile bu ¢alismada referans antimikrobiyal ajan
olarak kullanilan Amoxycillin-Kluavanaik asidin  farkli  konsantrasyonlarindaki
antimikrobiyal aktivitelere gore, H. tubulosa’nin 6zellikle viicut duvari proteinlerinin 50
mg/ml konsantrasyonlarda iyi diizeyde antimikrobiyal aktivite 6zellikleri tespit edilmistir.
Mevcut antimikrobiyal aktivitenin, artirilmasi veya daha etkin olabilmesi amaciyla
ekstraksiyon, izolasyon asamalarini takiben oOrneklerin saflastirmasi ile antimikrobiyal

aktivitenin daha iyi sonuglar verecegi diistiniilmektedir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Su kaynaklarinin ve bu kaynaklardan elde edilen iirlinlerin etkin kullanimina yonelik
yapilan g¢alismalar, lilkemizin gelecege doniik ekonomik faaliyetleri kapsaminda biiyiik
Oonem tagimaktadir. Clinkii su triinleri sektorii iilke ekonomisine 6énemli katkilar sunan ve
daha fazlas1 i¢in de, potansiyeli bulunan bir sekt6rdiir. Ekonomiye katki saglayan baslica
su trtinleri; balik, kabuklu eklembacakli ve yumusakgalar, omurgasiz canlilar ve alglerdir.
Bu iirlinlerin bir kism1 gida olarak sunulmakta bir kismi ise ¢esitli endiistriyel alanlarda
katma degeri yiiksek {iirlinlere doniistiiriilmektedir.

Deniz hiyar;, omurgasiz ve derisi dikenli bir canhidir. Ulkemiz denizlerinde;
Karadeniz, Marmara ve Ege Denizi’nin kiyisal alanlarinda, su an 11 tiir olarak varliklarim
stirdiirmektedirler. Bu canlilarin aveiligi, dalarak toplama usulii yapilmakta, toplanan deniz
hiyarlart tilke i¢inde degerlendirilmeden ihra¢ edilmektedir. Yani, iilkemizde bu canlidan
etkin fayda saglayan bir sektor bulunmamaktadir. Bu durumu nispeten duyurabilmek icin
yapilan bu ¢aligsmada, diinyanin bir ¢ok iilkesinde degerli bir su iiriinii olan deniz hiyarinin
tilkemizdeki yaygin tirti H. tubulosa’nin, besin olarak nitelikleri belirlenmis ve ¢esitli
endiistrilerde kullanimina yonelik degerinin de belirlenmesi amaciyla, fonksiyonel ve

biyoaktif 6zellikleri arastirilmistir.

5.1. Sonuclar
Yapilan inceleme ve arastirmalar sonucunda elde edilen tespitler su sekildedir;

1- Deniz hiyarinin yenilebilir kismi olarak tavsiye edilen viicut duvarinda %81-86 su, %
7 -10 protein, % 1 yag ve % 4 - 5 kiil tespit edilmis, i¢ organlarda ise besin iceriginin
%90 - 93 su, % 3- 5 protein, % 1-2 yag ve % 1 kiil’den olustugu belirlenmistir. Viicut
stvisinin besin iceriginin olmadigi belirlenmistir.

2- Deniz hiyarinin icerdigi toplam amino asit miktar1 100 g deniz hiyar etinde 8,10-9,80
g arasindadir. Glisin ve alanin major amino asitler olarak belirlenmistir.

3- Deniz hiyarinin sahip oldugu yag igeriginde, doymamis yaglar (%57-64), doymus yag
miktarindan (%35-42) fazladir. Palmitik asit (%11), arasidonik asit (%6) ve
dokoheksanoik asit (%6) ise, baskin yag asitleridir.

4- En fazla bulunan mineral madde silisyum (91mg/kg) olarak belirlenmis, ayrica toksik
elementlerden bazilari; arsenik, civa, nikel kursun ve kadmiyum, Tirk Gida

Kodeksinin belirttigi sinir degerlerin altinda ihtiva ettigi tespit edilmistir.
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5- Deniz hiyar1 proteinlerinin hidrolizasyonunda et en etkili enzim tripsindir.

Enzimin % 1 - 6 konsantrasyonlarinda, % 50’ye kadar hidroliz saglanabilmektedir.

6- Deniz hiyar1 proteinleri ve hidrolizatlarinda ¢oziiniirlikk 6zelligi; en iyi pH 7’de
belirlenmis ve % 80’e¢ kadar gerceklesmistir. En iyi c¢oziinilirlik ise, i¢ organ
hidrolizatlarinda belirlenmistir.

7- Nem-cekme ve tutma kapasitesi ise yine en iyi i¢ organ hidrolizatlarinda % 71 - % 155

olarak tespit edilmistir. I¢ organ hidrolizatlarinin RH % 43’te nem tutma 6zelliginin,
referans madde olan gliserolden daha iyi oldugu belirlenmistir.

8- Emiilsiyon aktivite indeksi ise; en iyi pH 7’de kolajen hidrolizatinda (66 m?/g),
emiilsiyon dayaniklilig1 ise pH 7’de ile i¢ organ pepsin hidrolizatinda (% 49 / 30 dk)
tespit edilmistir.

9- En iyi kopiik ozellikleri, pH 7 ve 10°da kolajen ve viicut duvari proteininde % 45-57
oranlarinda belirlenmistir.

10- DPPH radikallerini en lyi siipiirme yetenegi, kolajen ve hidrolizatlarinda (% 75 - 85)
bulunmustur.

11- Selatlama yeteneginin en iyi oldugu ornekler ise, viicut duvart pepsin hidrolizat1 (%
81), i¢ organ (% 78) ve kolajen pepsin (% 77) hidrolizatlarinda, tespit edilmistir.

12- Indirgeme giicii en iyi, viicut duvari proteini ile kolajen ve bunlarin hidrolizatlarinda
(1,63 - 1,65 nm) belirlenmis, drneklerin indirgeme giiciiniin C vitamini ve BHT (1,78 -
1,80) referans antioksindanlarina ¢ok yakin oldugu tespit edilmistir.

13- Hidroksil radikal tesiriyle olusan DNA hasarina karsi, kolajen pepsin hidrolizatinin %
56 orani ile gruplar arasinda en yiiksek derecede koruma sagladigi belirlenmistir.

14- Amoksisilin-kluvanaik asit referans antibiyotigine gore, deniz hiyarindan elde edilen
ekstrakt ve hidrolizat numuneleri arasinda, kolajen ve viicut duvari proteinin 20 mg/ml

konsantrasyonda diger gruplardan daha iyi antimikrobiyal etkisi oldugu belirlenmistir.

5.2. Oneriler
1- Deniz hiyar1 besin olarak, fonksiyonel oOzellik tasiyan iyi nitelikte bir trindir.
Dolayisiyla Tiirkiye’de de tiiketiminin gergeklesmesi i¢in girisim ve tanitim
calismalarinin yapilmasi gereklidir.
2- Deniz hiyarinin lilkemiz denizlerindeki stoklar1 belirlenerek, bu canliya ait iireme
donemlerinin net olarak tespit edilmesi, gerekli yasal diizenlemeler yapilarak kontrol

altinda siirdiiriilebilir avciligin saglanmasi gerekmektedir.
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Avcilik ile yogun olarak somiiriilen bu canlinin dogadaki siirdiirtilebilir iiretimi igin;
yetistiriciliginin tesvik edilmesi, gerekli bilimsel calisma ve projelerin yapilarak
girisimcilerin desteklenmesi gerekmektedir.

Deniz hiyarinin icerdigi proteinlerin gida endiistrisinde, 6zellikle emiilsiyon ve kopiik
ajant olarak kullaniminin detayli arastirilmasi onemlidir. Bu bilgiler dogal katki
maddeleri ile gida tiretim hedefinde olan sektor unsurlari i¢in oldukga yararl olacaktir.
Deniz hiyar1 kolajeni, ¢alisilmasi ve eldesi zor bir bilesendir. Kolajenin kisa siirede,
verimi yiiksek ve maliyeti diislik sekilde elde edilmesine yonelik ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Deniz hiyar1 proteinlerinin, 6zellikle viicut duvart proteinlerinin farkli enzimler ile
hidrolizasyonu ve elde edilen hidrolizatlarin peptidlere ayrilarak daha ayrintili

ozelliklerin tespitinin yapildig: ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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