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BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANNAMESI

Adana Alparslan Tiirkes Bilim ve Teknoloji Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii tez yazim
kurallarina uygun olarak, bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yol ve yardima

basvurmaksizin hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Bu tezin 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin
akademik kurallara ve etik davranisa uygun olarak elde edilerek sunuldugunu beyan ederim.
Ayrica, tez kapsaminda bu kurallarin ve davranislarin gerektirdigi sekilde bu ¢alismaya 6zgiin
olmayan tiim veri ve bilgiler i¢in bilimsel etik ve gelenek cer¢evesinde kaynak gosterdigimi;
bu kaynaklar1 da kaynakcada belirttigimi beyan ederim. Caligmam ile ilgili yaptigim beyana

aykir1 bir durum saptanmasi halinde tiim ahlaki ve hukuki sonuglar kabul ettigimi bildiririm.
04/02/2025

Ozlem CELIK
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OZET

YUKSEK BiYOAKTIVITEYE SAHIP KAZEIN HIDROLIZATI URETIM
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU VE GIDA KATKI MADDESI OLARAK
KULLANILABILIiRLIiGI

Ozlem CELIK
Doktora, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Zafer ERBAY
Subat 2025, 134 sayfa

Biyoaktif peptitler, proteinlerin hidrolizasyonu ile elde edilmektedirler. Siit proteinlerinden
kazein, biyoaktif peptitler agisindan 6nciil bir kaynak olarak bilinmektedir. Bu tez calismasinda,
yiiksek biyoaktif peptit icerigine sahip kazein proteinin maksimum aktivite degerlerinde
optimum kosullarda iiretilip gida katk1 maddesi olarak kullanilabilirligi gosterilmistir. ilk olarak
uygun endopeptidaz enzimine karar verilmis (Alcalase®, Neutrase® ve rTrypsin®) sonrasinda
biyoaktivite etkinligini arttirmak amaciyla ekzopeptidaz enzim kombinasyonlar1 denenmistir.
En uygun endopeptidaz 12 saat inkiibasyonda Neutrase ultrases on islem uygulanan hidrolizat
kosullar olarak belirlenmistir (toplam peptit miktar1 258,0 mg Tripton / g 6rnek, antihipertansif
potansiyel %77,6, antioksidan potansiyel 686,8 umol Troloks / mL 6rnek, metal baglama
%31,4, alfa amilaz inhibisyonu %67,1, lipaz inhibisyonu %40,9). Ekzopeptidaz kullaniminda
Protana™ Prime ve Flavourzyme® enzimlerinin es zamanl kullanilmasi uygun bulunmustur
(toplam peptit miktar1 447,2 mg Tripton / g 6rnek, antihipertansif potansiyel %50,5, antioksidan
potansiyel 622,3 umol Troloks / mL 6rnek, metal baglama %34,1, alfa amilaz inhibisyonu
%92,7, lipaz inhibisyonu %40,4). Optimizasyon faktorii olarak inkiibasyon siiresi, enzim
konsantrasyonu ve ultrases siiresi degerlendirilmistir. En yiiksek biyoaktivite degerleri 12 saat
inkiibasyon, 30 dakika ultrases ve 0,5 mL enzim konsantrasyonunda gézlemlenmistir. Optimum
kosullarda elde edilen yiiksek biyoaktivite degerlerine sahip hidrolizat ayran 6rneklerinde %1,
%35 ve %10 oraninda eklenerek 1., 7. ve 14. glinlerde bilesim, duyusal ve biyoaktivite analizleri

degerlendirilip sonug olarak %1 ve %5 konsantrasyonlari tercih edilmistir.

Anahtar Kelimeler: ACE inhibisyon, ayran, biyoaktif peptit, kazein, optimizasyon, proteoliz,
enzimatik hidroliz
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ABSTRACT

OPTIMISATION OF PRODUCTION CONDITIONS OF CASEIN HYDROLYSATE
WITH HIGH BIOACTIVITY AND ITS USABILITY AS FOOD ADDITIVE

Ozlem CELIK
PhD, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Zafer ERBAY
February 2025, 134 pages

Bioactive peptides are obtained by hydrolyzation of proteins. Casein, one of the milk proteins,
is known as a primary source of bioactive peptides. In this thesis, it was demonstrated that
casein protein with high bioactive peptide content can be produced under optimum conditions
with maximum activity values and can be used as a food additive. First, the appropriate

®  Neutrase® and rTrypsin®) and then

endopeptidase enzyme was decided (Alcalase
exopeptidase enzyme combinations were tried to increase the bioactivity. The most suitable
endopeptidase was determined as hydrolysate conditions with Neutrase ultrasound pretreatment
at 12 hours incubation (total peptide content 258.0 mg Tryptone/g sample, antihypertensive
potential 77.6%, antioxidant potential 686.8 pmol Trolox/mL sample, metal binding 31.4%,
alpha amylase inhibition 67.1%, lipase inhibition 40.9%). The simultaneous use of Protana™
Prime and Flavourzyme® enzymes was found to be suitable for the use of exopeptidase (total
peptide amount 447.2 mg Tryptone / g sample, antihypertensive potential 50.5%, antioxidant
potential 622.3 pmol Trolox / mL sample, metal binding 34.1%, alpha amylase inhibition
92.7%, lipase inhibition 40.4%). Incubation time, enzyme concentration and ultrasonic time
were evaluated as optimization factors. The highest bioactivity values were observed at 12
hours incubation, 30 minutes ultrasound and 0.5 mL enzyme concentration. Hydrolysate with
high bioactivity values obtained under optimum conditions was added to ayran samples at 1%,
5% and 10% and composition, sensory and bioactivity analyses were evaluated on the 1%, 7"

and 14™ days and 1% and 5% concentrations were preferred as a result.

Keywords: ACE inhibition, ayran, bioactive peptide, casein, optimization, proteolysis,

enzymatic hydrolysis
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1. GIRIS

Son 30 yilda ortaya ¢ikan fonksiyonel gidalar ve biyoaktif bilesenler, gida bilimcilerinin ve
beslenme uzmanlarinin yani sira tiiketicilerin de dikkatini ¢ekmis ve dikkat ¢ekmeye de devam
etmektedir. Bu yeni gida kategorilerinin ortaya ¢ikisi, gida ve belirli gida bilesenlerinin insan
saglig1 lizerindeki metabolik ve genomik etkileri hakkindaki bilimsel bilginin artmasiyla
kolaylasmistir. Gida alanindaki bu yaklagim ve ilginin temel nedeni olarak saglik ve beslenme
alanlarindaki bilimsel gelisim, gilivenli ve saglikli gidaya yonelik tiiketici talepleri, yaslanan
niifus, saglik hizmetlerinin artan maliyetleri, gida endiistrisinde gergeklesen teknolojik
ilerleme, cevre ile ilgili degisen diizenlemeler ve gelisen c¢evreci yaklasimlar gosterilebilir.
Beslenme ve gida iiretimleri, yalnizca hayatin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan ihtiyaglari
saglamakla kalmaz sagligin korunmasi ve yasam kalitesinin arttirilmasi konusunda da énemli
bir ara¢ olarak karsimiza ¢ikar. Bu kapsamda gida ve beslenme iizerine yapilan degisikliklerin,
bireyleri hem hastaliklardan korunmasi hem de kisilerin genel saglik durumlarini iyilestirmesi
beklenmektedir (Chourasia ve digerleri, 2022; Jakopovi¢ ve digerleri, 2019; Korhonen, 2002;
Ozen ve digerleri, 2012; Siro ve digerleri, 2008).

Fonksiyonel gidalar, “viicutta bir veya daha fazla hedef fonksiyonu olumlu bir sekilde etkileyen
ve bu sekilde yeterli/uygun besleyici etkilerin oOtesinde, bireyin sagliginda, fiziksel
performansinda veya ruhsal durumunda olumlu etki yaratan gidalar” olarak tanimlanmaktadir
(Diplock ve Action, 1999). Fonksiyonel gida teknolojileri, biyoteknoloji ve farmakoloji gibi
disiplinlerin bir araya gelmesiyle daha da gelismistir. Bu alanlardaki ilerlemeler, gida
tirtinlerinin yalnizca besin degeri tastyan maddelerden ibaret olmanin dtesine gecerek, sagligi
destekleyici ve hastaliklar1 6nleyici 6zelliklere sahip miimkiin kilmaktadir. Bu doniisiim, kronik
hastaliklarin yayginlasmasi ve saglik bilincinin artmasi gibi kiiresel siireclerle ve egilimlerle
dogrudan iliskilidir. Ayrica fonksiyonel gida, genel saglik durumunu iyilestirmeye yonelik
olarak, besinlerin igerigine eklenen veya dogal olarak bulunan biyoaktif bilesenlerin etkili

sekilde kullanilmasi seklinde tanimlanabilir.

Bu tiir gidalar, yalnizca temel besin ihtiyaglar1 karsilamakla kalmaz, ayn1 zamanda viicuttaki
belirli biyolojik siire¢lere miidahale ederek, 6rnegin bagisiklik sistemini giiclendirerek, sindirim

saghgini iyilestirerek, kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini azaltarak ya da norolojik
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bozukluklarin etkilerini hafifleterek saglik iizerinde daha genis ¢apl faydalar saglamaktadir
(Clare ve Swaisgood, 2000; Korhonen, 2009; Unal ve digerleri, 2018). Bu tanima gore
fonksiyonel gidalar, dogal veya farkli teknolojik uygulamalar ile fonksiyonelligi
arttirilmis/saglanmus gidalardir. Ozellikle beslenme ve sagliga olan etkileri bakimindan gidalara
fonksiyonel Ozellik kazandiran biyoaktif bilesenler bu konuda belirleyici olarak goérev

almaktadir.

Biyoaktif gida bilesenleri igerisinde Oonemli bir grubu biyoaktif peptitler olusturmaktadir.
Biyoaktif peptitler ana protein dizileri igerisinde aktif degildir. Fakat enzimatik, kimyasal ve
mikrobiyal hidroliz yoluyla ¢ok cesitli fizyolojik etkiler gosterebilmektedirler. Bu peptitlerin
amaglanan islevlere sahip sekilde elde edilmesinde kullanilan en etkili ve giivenilir yontemin
enzimatik sindirim oldugu bilinmektedir (Kim ve Wijesekara, 2010). Biyoaktif peptitler, viicut
fonksiyonlarmi veya saglik kosullarini olumlu yonde etkileyen 2-20 aminoasit dizisinden
olusan protein fragmentleri olarak tanimlanmistir (Kitts ve Weiler, 2003). Bu bilesenler yapisal
Ozelliklerine, aminoasit bilesimine, dizilimine ve yiiklerine bagl olarak cesitli biyolojik
ozellikler gostermektedirler (Ay ve Sanli, 2018; Karami ve Akbari-Adergani, 2019; Kinik ve
Giirsoy, 2002; Korhonen ve Pihlanto, 2003; Marciniak ve digerleri, 2018).

Gida kaynakl1 biyoaktif peptitlerin baslica ana kaynaklari olarak siit, yumurta, tahil, balik, et
gibi protein miktar1 yliksek gidalar gosterilmektedir. Fakat biyoaktif peptit en yaygin olarak siit
ve siit tiirevlerinden tretilmistir. Bu peptitler, proteinlerin yapisinda inaktif sekilde bulunur.
Inaktif durumdaki biyoaktif peptitler, sindirim sistemindeki proteolitik enzimler, starter
kiiltiirlerde bulunan enzimler veya disaridan ilave edilen enzimlerin etkisiyle aktiflesmektedir
(Hartmann ve Meisel, 2007). Gida kaynakl1 biyoaktif peptitleri elde etmek i¢in genel olarak
pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi pankreastan salgilanan sindirim sistemi enzimleri
kullanilmaktadir (Korhonen, 2009). Siit proteinleri biyoaktif peptitlerin kaynagi olarak,
proteinlerinin yaklasik %80'ini olusturan kazein (as1, 0s2, B- ve k-kazein) ve geri kalan %20'sini
olugturan serum  proteinleri  (serum  alblimini, B-laktoglobulin, a-laktalbiimin,
immunoglobiilinler, laktoperoksidaz, lizozim ve laktoferrin) icermektedir (Haque ve digerleri,
2008). Serum proteinlerinin biyoaktif peptit iizerine ¢ok ¢alismalar1 bulunsa da, kazein proteini
biyoaktif peptit agisindan Onciil bir protein olarak degerlendirilmektedir. Kazein, kendi arasinda

alfa-S1- ve alfa-S2-kazeinler, beta-kazein ve kappa-kazein fraksiyonlarindan olugmaktadir.



Kazein igerisinde bulunan f-kazein, A1 ve A2 olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Bazi
caligmalar, f-kazein Al tiirliniin, farkli saglik sorunlariyla baglantili olabilecegini
gostermektedir (Andi¢ ve digerleri, 2021; Auestad ve Layman, 2021; Haq ve digerleri, 2014).
Son yillarda, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 1 diyabet, otizm, sizofreni gibi saglik sorunlar1 ve
ani bebek oOliimleri gibi durumlarin, B-kazein, A1 ve A2 tiirlerinden kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir (Bell ve digerleri, 2006; Miluchova ve digerleri, 2016). A1, A2 ve B-kazeinler,
genel olarak pek ¢ok hastalifin potansiyel sebepleri olarak goriilse de, bazi caligmalar yalnizca
Al B-kazeinin bu tiir saglik sorunlarma yol actigini, A2 B-kazeinin ise bu tiir etkiler
gostermedigini ileri stirmektedir (Kili¢ ve Firincioglu, 2021; Swinburn, 2004). Bu proteinlerin
birgogu farkli biyolojik aktivitelere sahiptir. Ayrica, son yillarda, proteinlerin birincil amino
asit dizilerinde sifrelenmis olan ve sindirim sirasinda amino asitlerle birlikte salinan peptitler,
giderek daha fazla biyolojik olarak aktif protein metabolitleri olarak taninmaktadir ve bunlarin
insan saglig1 iizerinde faydali etkiler yaratabilecegi diistiniilmektedir (Auestad ve Layman,

2021; Kilig ve Firincioglu, 2021).

Bu biyoaktif peptitlerin biyolojik aktivitesi, aminoasitlerin tiiriine, zincir uzunluguna ve
dizilimlerine bagl olarak farklilik gostermektedir (Beermann ve Hartung, 2013). Biyoaktif
peptitler, gidalardan yada sindirim enzimleriyle viicuda alinarak etki gostermektedir. Daha
sonrasinda bagirsaga ulasir ve emilerek ardindan kan dolagimina katilir ve organlara ulasir

(FitzGerald ve Meisel, 2003; Kitts ve Weiler, 2003).

Son zamanlarda, biyoaktif siit bilesenlerinin fraksiyonlanmasi ve pazarlanmasi, siit tirlinleri
sektorii ve ilgili sektorler i¢in yeni ve kazancl bir alan olarak ortaya ¢ikmistir. Bu bilesenlerin
birgogu hem siit hem de siit iiriinii olmayan gida formiilleri ve hatta ilag formiilasyonlarinda
kullanilmaktadir (Korhonen ve Pihlanto, 2007; Krissansen, 2007; Playne ve digerleri, 2003;
Shah, 2000). Siit endiistrisi, fonksiyonel gidalarin gelistirilmesinde oncii bir rol oynamis ve

ayrica bu iriinleri ticarilestirmistir.

Calismanin amaci, siitten elde edilen yiiksek biyoaktif peptit kazein hidrolizatinin optimum
kosullarda elde edilmesine ve elde edilen iiriiniin gidalarda fonksiyonel 6zelliklerini gelistiren
katki maddesi olarak kullanilmasina dayanmaktadir. Bu 6zelliklerin ultrases kosullarinda

etkileri de incelenmistir. Bu baglamda kazeinin optimum kosullarda iiretim kosullarmin



saglanmasimin amaci, biyoaktivite etkinliginin arttirilmasi ve maksimize edilmesidir. Daha
0zgiin hedef ise, yiiksek biyoaktivite degerlerine sahip kazein hidrolizatlarinin dogal bir gida
katki maddesi olarak kullanilmasidir. Bu amagla iiretilen hidrolizatlar gida matrisi igerisinde

kullanilip duyusal test degerlendirmeleri yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Siit ve Siit Uriinlerindeki Biyoaktif Peptitlerin Islevleri

Diinya ¢apinda en yaygin tiiketilen iirlin gruplarindan birisi olan siit ve siit liriinleri, besin
degerlerinin yani sira igeriginde bulundugu bildirilen biyoaktif bilesenler ve bu bilesenlerin
islevsel Ozellikleri ile de one c¢ikmaktadir ve bu kapsamda literatiirde cok sayida ¢alisma
bildirilmistir (Park, 1990, 2009b). Buna karsin, siitlerde s6zii edilen bu biyoaktif bilesenlerin
genel olarak diisiik konsantrasyonlarda bulunmasi, biyokimyasal yapilarinin karmasikligi, kimi
bilesenlerin 6zel yapilar1 nedeniyle belirlenebilmesi veya ol¢iilebilmesi i¢in 6zel yontemlerin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmasi, laktasyon siirecinin uzunlugu gibi ¢ok cesitli faktdrlerin bu
bilesenlerin konsantrasyonlar1 veya iglevleri lizerine etkileri gibi nedenlerle belirtilen biyoaktif
bilesenlerin siit ve siit iirlinlerinde incelenmesi konusunda zorluklar bulunmaktadir (Goldman
ve Goldblum, 2007; Park, 2009a). Siit ve siit iiriinlerindeki biyoaktif bilesenler arasinda,
biyoaktif peptitler bu konuda en ¢ok calisilan bilesenlerdir. Cesitli diyet proteinlerinden elde
edilen biyoaktif peptitler bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmistir (Clare ve digerleri, 2003;
FitzGerald ve Meisel, 2003; Li ve digerleri, 2004). Biyoaktif peptitler ana protein dizisi iginde
inaktiftir ve ii¢ sekilde ortama salinarak aktif hale gecebilirler: (i) sindirim enzimleri tarafindan
proteinlerin hidrolizi yoluyla, (ii) proteolitik mikroorganizmalar tarafindan proteinlerin
hidrolizi yoluyla ve (iii) farkli kaynaklardan elde edilmis proteolitik enzimlerin ilavesiyle
proteinlerin hidrolizi yoluyla (Korhonen ve Pihlanto, 2007). Kazein proteini bu kapsamda en
cok calisilan proteinlerden birisidir ve kazeinin hidrolizi ile antihipertansif, immiinomodiilatér,
antioksidan, antimikrobiyal ve antialerjik oOzellikler gosteren peptitlerin agiga c¢iktigi

bilinmektedir.
2.2. Biyoaktif Peptitlerin Elde Edilmesi

Peptitlerin amaglanan islevlere sahip sekilde elde edilmesinde kullanilan en etkili ve glivenilir
yontemin enzimatik sindirim oldugu belirtilmistir (Kim ve Wijesekara, 2010). Biyoaktif
peptitleri agi1ga ¢ikarmak icin yaygin olarak pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi pankreastan

salgilanan sindirim sistemi enzimleri kullanilmaktadir (Korhonen, 2009).

Protein hidrolizi i¢in kullanilan yontemler, genellikle protein kaynagina bagl olarak degisir.

Her bir protein tiirii, kimyasal, enzimatik veya mikrobiyal hidroliz yontemlerine farkli tepkiler
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verebilir, bu nedenle hidroliz yontemi se¢imi, protein kaynagiin yapisal 6zelliklerine ve elde
edilmek istenen Uriiniin gereksinimlerine gore belirlenmelidir (Hou ve digerleri, 2022).
Ornegin; keratin yapisina sahip proteinler, genellikle asidik veya alkali islemlerle
gergeklestirilen kimyasal hidroliz yontemleriyle islenirken; kazein ile peynir alt1 suyu gibi siit
proteinleri ve bitkisel proteinler, cogunlukla enzimatik ve mikrobiyal hidroliz yontemleriyle
hidrolize edilmektedir. Fermantasyon, enzimatik hidroliz ve gastrointestinal sindirimin taklit
edilmesi, protein hidrolizinde bagvurulan 6nde gelen biyolojik yontemler olmakla beraber,
biyolojik olarak aktif peptitlerin elde edilmesi i¢in de enzimatik hidroliz en yaygin tercih edilen
yontemdir. Enzimatik hidroliz yontemi ile proteinlerin sindirilebilirligi ile ¢oziiniirliigiinii
artirmak ve ayni zamanda alerjenik 6zelliklerini azaltmak da miimkiindiir (Chakrabarti ve

digerleri, 2018; Hou ve digerleri, 2022; Mazorra-Manzano ve digerleri, 2018).

Enzimatik hidrolizin 6n plana ¢ikmasinin birka¢ dnemli nedeni bulunmaktadir. ilk olarak,
laboratuvar ortamindan daha biiylik dlgeklere gecisi son derece kolaydir, bu da endiistriyel
iiretim siireglerinde biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Ayrica, enzimatik hidroliz genellikle kisa
reaksiyon siireleri gerektirir ve bu da zaman ac¢isindan verimlilik saglar. Mikroorganizmalarin
aksine, enzimatik hidroliz daha iyi kontrol edilebilen bir ortamda gerceklesir ve bu da islem
parametrelerinin optimize edilmesi ile iiriin kalitesinin ytliksek tutulmasini miimkiin kilar. Diger
bir 6nemli avantaj ise, belirli biyoaktivitelere sahip c¢ok 0©zel peptitlerin hedeflenerek
tiretilmesini de olanak saglamasidir. Bu nitelik, 6zellikle saglik ve beslenme alanlarinda talep
goren biyolojik olarak aktif peptitlerin iiretiminde biiylik 6nem tasimaktadir (Chakrabarti ve
digerleri, 2018). Bu faktorler, enzimatik hidrolizi biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda
daha cazip ve verimli bir se¢cenek haline getirmektedir. Enzimatik hidroliz yontemlerinde
kullanilan enzimler, hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal olmak tizere {i¢ farkli ana kaynaktan elde
edilebilmektedir. Hayvansal kaynakli enzimler arasinda pankeratin, tripsin, pepsin,
karboksipeptidaz ve aminopeptidaz yer alirken, bitkisel kaynakli enzimler arasinda papain ve
bromelain gibi proteazlar bulunur. Ayrica, mikrobiyal kaynakli enzimler, 6zellikle bakteri ve
mantar gibi organizmalardan elde edilen enzimler, genis bir aktivite araligi sunarak farkli
kosullarda hidroliz islemleri gerceklestirilmesine sebep olmaktadir (Chakrabarti ve digerleri,
2018; Lorenzo ve digerleri, 2018).



Magalhaes ve digerleri (2022) 3 farkli proteaz kullanarak (Alcalase®, Flavourzyme® ve
Brauzyn) keci siiti kazeininde hidroliz etkilerine bakmak amaciyla ultrases islemi
kullanmislardir. Sabit sicaklikta 300 dakikalik hidroliz sonrasinda islem performansi, reaksiyon
hizi, hidroliz derecesi ve ¢oziiniirlilk hidrolizatlarin antioksidan aktivitesine gore
degerlendirilmistir. Gergeklestirilen ¢alismaya gore ultrases tiim enzimler i¢in, hidroliz hizinda
%120’ye kadar, hidroliz derecesinde %23-48 araliginda ve kiigiik peptit olusumunda %40
oraninda artis saglamistir. Ayrica, in vitro analiz olarak dzellikle Alcalase® enzimi ABTS
katyon radikal siiplirme kapasitesi sonuglarinin DPPH antioksidan aktivite sonuglarindan daha
yiiksek siiplirme aktivitesini sagladigi ifade edilmistir. Ayrica ABTS katyon radikal siipiirme
kapasitesi analizlerine gore antioksidan peptitlerin iiretimini is 10 kat daha arttirdigi
gosterilmistir (Magalhdes ve digerleri, 2022). Madadlou ve digerleri (2011) ise, nanokapsiile
edilmis fungal proteaz kullanarak ve hidroliz siirecinde ultrases destegi uygulayarak elde
ettikleri kazein hidrolizatlarinin ACE inhibitor aktiviteleri iizerine caligmiglardir. Calismada
ultrases desteginin ACE inhibitdr aktivitesini etkilemedigi fakat hidroliz siiresini 6 kat arttirdig1

gbzlemlemistir (Madadlou ve digerleri, 2011).

Uluko ve digerleri (2013) ultrason ve mikrodalga on islemlerine tabi tuttuklari siit
proteinlerinde hidroliz kinetigi ve derecesi, protein ¢oziiniirliigii, acilik ve anjiyotensin
dontistiiricii enzim inhibitor aktivitesi gibi parametrelerin nasil degistiklerini incelemislerdir.
Alcalase® , rTyripsin®, Neutrase®, alkalin proteaz ve Flavourzyme® enzimlerinin kullanimi
hidrolizasyonu saglanan proteinlerde uygulanan 6n iglemler hidroliz derecesini arttirmis ve
hidrolizatlarin ¢oziiniirliigiinii stabilize etmis, ancak hidrolizatlarin aciligin1 6nemli 6lclide
azaltamamistir. Hidrolizatlarin anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibitor aktivitesi, ultrason 6n

islemi uygulanmis Neutrase hidrolizatlar1 ile gelistirilmistir (Uluko ve digerleri, 2013).

Gergeklestirilen literatiir taramasi sonucu ultrasonik 6n islem prosesinin kazein proteinlerinin
hidrolizatlarinda hem hidrolizasyon hizina hem de biyoaktif 6zelliklerine desteginin oldugu
goriilmiis, bu sebeple bu caligmada da ultrases 6n igslemi uygulanmis ve sonuglarmin farkl

enzimlerdeki farkli biyoaktivite degerleri degerlendirilmistir.



2.3. Siitte Bulunan Biyoaktif Peptitler ve Saghk Uzerine Etkileri

Giliniimiizde, biyoaktif kazein peptitleri, fonksiyonel gida iiriinlerinde sik¢a kullanilmaktadir.
Siit ve siit {irtinleri, biyoaktif bilesenleri sayesinde yalnizca besleyici olmakla kalmaz, ayni
zamanda cesitli saglik yararlar1 da sunar. Ozellikle sporcu gidalari, probiyotik iiriinler,
antihipertansif icerige sahip siit lirlinleri ve diyet takviyeleri, biyoaktif kazein peptitlerinin
kullanildig1 baslica alanlar arasinda yer almaktadir. Biyoaktif kazein peptitlerinin faydalarinin
yani sira, asir1 tiiketiminin bazi olumsuz etkileri de olabilir. Ozellikle siit alerjisi olan bireylerde
kazein, ciddi alerjik reaksiyonlara yol agabilir. Ayrica, bazi ¢alismalarda, agiri miktarda kazein
tiiketiminin, bobrek fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz etkiler yaratabilecegi ve sindirim

problemlerine yol agabilecegi belirtilmistir (Gobbetti ve digerleri, 2002).

Farkl: siit iiriinlerinde cesitli aktivite gosteren biyoaktif peptitler tespit edilmistir. Ozellikle
peynirin liretimi ve olgunlagma sirasinda elde edilen biyoaktif peptitlerin tat, aroma ve tekstiire
katki sagladig1 bilinmektedir. Biyoaktif peptitlerin iiriine sagladigi bu yararlar haricinde insan
sinir sistemi, sindirim sistemi, kardiyovaskiiler ve bagisiklik sistemi gibi olumlu y&nden
etkiledigi bildirilmistir (Gobbetti ve digerleri, 2002; Sanchez-Rivera ve digerleri, 2014; Timén
ve digerleri, 2014). Biyoaktif peptitler, viicutta gastrointestinal limen araciligiryla emildikten
sonra kan dolasimina katilarak hedef organ veya sisteme ulasir. Serbest birakilan biyoaktif
besin peptitleri, ince ve kalin bagirsakta cesitli diizeylerde biyoaktivite gostermektedir. Protein
hidrolizatlar1 ve peptitleri, genellikle temel proteinlere gore daha yiiksek biyoaktivite sergiler.
Peptitlerin enterositlerden emiliminde ve hedef dokularda biyoyararlaniminda, hidroliz i¢in
kullanilan enzimler, islem kosullart ve peptitlerin boyutu gibi pek cok faktér dnemli bir rol
oynamaktadir. Farkli enzimler kullanilarak aymi kaynak proteinden, cesitli fizyolojik
gereksinimlere uygun biyolojik islevlere sahip biyoaktif peptitler elde edilmektedir. Genellikle,
bu peptitlerin hastaliklara kars1 etkileri, sentetik peptidomimetik bilesikler ve ilaglardan daha
diisiik olmasina karsin, biyoaktif besin peptitlerinin giivenli, diisiik maliyetli ve temel amino
asitlerin kaynag1 olmalar1 nedeniyle bir¢ok fayda ve avantaj sunduklar1 sdylenebilir (Yal¢in ve
Rakicioglu, 2020). Biyoaktif peptitlerin, istah1 baskilama yetenekleri sayesinde asir1 kilo
alimmi &nleyerek obezite ile miicadelede onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Ozellikle,
diyetlerde yer alan peynir alt1 suyu proteinlerinin, LDL kolesterol seviyelerini diisiirmeye ve
istah diizenleyici hormonlardan biri olan kolesistokininin salinimini artirmaya katkida
bulundugu gosterilmistir (Ozdemir ve digerleri, 2021; Zhang ve Beynen, 1993).
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Son donemlerde, kazein ve serum proteinlerinden tiiretilen biyoaktif peptitlerin, sinir sistemi,
sindirim sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve bagisiklik sisteminin isleyisinin diizenlenmesine
yardimel oldugunu gosteren arastirmalar gerceklestirilmistir (Bara¢ ve digerleri, 2016;
Beermann ve Hartung, 2013; Bulca ve Giiveng, 2020). Siit proteinleri, pek ¢ok farkli biyoaktif
peptit tiirli icermektedir. Fermantasyon islemi sirasinda siit iirlinlerinde yer alan Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis ve siit liriinleri tiretiminde kullanilan
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ile Streptococcus thermophilus gibi probiyotik
bakteriler, biyoaktif peptitlerin olusumunda kritik bir rol oynamaktadir. Peynir gibi fermente
stit iirtinlerinde biyoaktif peptitlerin olusumu, siite eklenen laktik asit bakterileri, rennet enzimi
ve siitte dogal olarak bulunan plazmin aracilifiyla gerceklesir. Buna ek olarak, siit protein
hidrolizatlarinda, fermente siit iiriinleri ile peynir ¢esitlerinin protein bilesiminde de biyoaktif
peptitler gézlemlenmistir (De Moreno de LeBlanc ve Perdigon, 2005; Korhonen, 2009).
Mozerella peyniri ve peynir alt1 suyu proteinlerinde kanser hiicrelerinin gelisimini baskilayici
bir 6zellik gézlemlenmistir (De Simone ve digerleri, 2009). Farkli bir ¢aligmada ise peynirin
olgunlagma siirecinde a- ve PB-kazein protein bilesiminde yer alan biyoaktif peptitlerin
antioksidan etkiye sahip diisik molekiiler agirlikli parcalanmasi ile olusan hidrolizatlarin
varligim tespit etmislerdir (Bara¢ ve digerleri, 2016). B-laktoglobiilinden proteininden elde
edilen peptitlerin ACE inhibitor aktivite, antitrombotik, opioid aktivite, antimikrobiyal aktivite
ve kolesterol diizenleyici etki gibi yeteneklere sahip oldugu da bilinmektedir (Ebringer ve
digerleri, 2008; Tidona ve digerleri, 2009). Siit {iriinlerinde bulunan probiyotik laktik asit
bakterilerinin proteoliz sonrasinda olusan biyoaktif peptitlerin immiinomodiilator,
antimikrobiyal, antioksidan, antifungal ve antikanserojen gibi aktiviteler ile sagligi olumlu
yonde etkileyen Ozellikler gosterdigi belirlenmistir (Mishra ve digerleri, 2008; Picard ve
digerleri, 2005). Peptit iceren bazi iiretimler, kilo kaybini onlemek, bagisiklik sistemini
desteklemek, kemik giliclendirme ve kardiovaskiiler sistemin gelismesi igin ticari olarak
sunulmaktadir. Ornek olarak Calpis, siitiin L. helveticus CP790 ve Saccharomyces cerevisiae
ile fermente edilmesi sonucu olusan VVP ve IPP (Valin-Prolin-Prolin ve izoldsin-Prolin-
Prolin) tripeptitlerini igerir. Farelerde yapilan deneylerde, bu tripeptitlerin gii¢lii antihipertansif
etkiler gosterdigi, ancak insanlarda daha diisiik bir etki sagladig1 gézlemlenmistir. (Tidona ve
digerleri, 2009). Bulgular, biyoaktif peptitlerin genel olarak saglik lizerinde iyilestirici etkilerin

bulundugunu ve kronik hastaliklarin gelismessine belirgin sekilde engel oldugu ortaya



koymaktadir (Korhonen ve Pihlanto, 2006). Biyoaktif peptitlerin saglik etkileri sindirim,

bagisiklik ve kardiyovaskiiler sistemler gibi farkli kategorilerde incelenebilir.

2.3.1. Sindirim Sistemi Uzerindeki Etkiler

Biyoaktif peptitler, kisa zincirli ve dogal protein molekiilleri olup, mide ve pankreas proteazlari,
firgamsi yiizeyde bulunan proteazlar ve sitozolik plazma proteazlar tarafindan sindirim ve
bozulmaya kars1 hassasiyet gostermektedir. Bu durum, biyoaktif peptitlerin gastrointestinal
sistemde proteinlerin sindirilmesi sirasinda ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Besinlerdeki
proteinler mideye ulastiginda denatiire olur ve hidroklorik asit ile pepsin etkisiyle kismi bir
parcalanma gerceklesir, boylece biyoaktif peptitler olusur. Ornegin, siitteki peptitler cogunlukla
pepsin, tripsin veya kimotripsin gibi proteaz enzimleri araciligiyla kazein denatiirasyonu ile
aciga ¢ikmaktadir (Chew ve digerleri, 2019; Panchaud ve digerleri, 2012; Sultan ve digerleri,
2018; Yal¢in ve Rakicioglu, 2020). Biyoaktif peptitlerin sindirim sistemi {izerindeki pozitif
etkileri arasinda, bagirsak harketlerinin diizenlenmesi ve gastrik bosalma siirecine olan katkilar

bilinmektedir (Pihlanto-Leppald, 2000; Tirelli ve digerleri, 2000).

Kazeinofosfopeptit olarak adlandirilan biyoaktif peptitler asi-, 0s2- ya da B-kazeinin sindirimi
sonucu ortaya ¢ikarlar. Yiiksek konsantrasyondaki kazeinofosfopeptitlerin negatif yiikleri, bu
peptitlerin proteolize kars1 arttirilmus bir direng gdstermelerini saglar. Ozellikle, yan zincirlerde
bulunan fosfat gruplarindaki negatif yiikler, minerallerin baglanmasina olanak taniyan bir
baglanma alani olusturur. Fosfat gruplarinda bulunan negatif yiiklerin olusturdugu bu alanlar
kalsiyum, magnezyum ve demir gibi makro ve bakir, selenyum nikel gibi mikro elementlerin
baglanmasini saglar. Bu sebeple kemik rahatsizliklari, disteki clirtikler, tansiyon yiiksekligi ve
anemi hastaligin1 6nleme sonucu dogmaktadir (Korhonen ve Pihlanto, 2006; Silva ve Malcata,
2005). Kazein kaynakli fosfopeptitler bazi elementler ile organofosfat tuzu olusturarak
ragitizmin iyilesmesi i¢in kullanilabilmektedir (Meisel ve Schlimme, 1990). Bunun yanisira
bagirsakta bulunan belirli peptitler ve ¢ozeltideki kalsiyum ile fosfor gibi minerallerle
birleserek yeni bilesikler olusturmaktadir. Bu peptitler, negatif yiik tasidiklari i¢in, enzimlerin
etkisine kars1 daha dayanikli hale gelmekte ve ¢ézlinmeyen mineral bilesiklerinin olusumunu
engellemektedir. Siit kazeinlerinin ayrica kalsiyum ve fosfor iyonlarmi baglayarak
biyoyararhiliginmi arttirdig1 da bilinmektedir (Bhandari ve digerleri, 2020; Omoni ve Aluko,
2006). Peynir alt1 suyunda bulunan zincirli aminoasitlerce zengin olan glikomakropeptidin

farkli karaciger hastaliklarinda karbon destegi olarak kullanildig: belirtilmistir (Abd El-Salam
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ve digerleri, 1996). Glikomakropeptit ve o-laktalbiimin ilaveli besinlerin yavru Rhesus
maymunlarinda ¢inko emilimini arttirdigini saptamistir (Kelleher ve digerleri, 2003). Ayrica,
glikomakropeptidin prebiyotik olarak da bagirsak saghigina katki sagladigi ve probiyotik
bifidobakteri tiirlerinin gelisimine katki sagladig1 goriilmektedir (Kasal ve digerleri, 1992).
Glikomakropeptit, aminoasit bakimindan zengin olmakla birlikte, aromatik aminoasitler
(fenilalanin, triptofan ve tirozin) acisindan diisiik igerige sahiptir. Bu nedenle fenilalanin
icermemesi nedeniyle fenilketoniiri hastalar1 i¢in giivenli bir protein kaynagi olarak kabul

edilmektedir (Keri Marshall, 2004).

Biyoaktif peptitlerin mide iilserine kars1 olan etkisi, ¢ogunlukla antioksidan 6zellik gdsteren
peptitlerin dolayl yollarla ortaya ¢ikmaktadir. Alkol tiikketimi, 6zellikle karaciger ve mide gibi
organlarda biyokimyasal degisimlere ve patolojik bozukluklara yol agmaktadir. Bu etkilerden
biri de mide dokusunda meydana gelen hasarlardir. Oksijen tiirevli serbest radikaller, alkoliin
neden oldugu zararlari artirmaktadir. o-laktalbiimin kaynagindan elde edilen antioksidan
peptitler, serbest radikallerin ve yag oksidasyonunun oniine gecerek hiicrelerin ve dokularin
hasar gormesini engeller. Bu etkilesim, biyoaktif peptitlerin mide {iilseri iizerindeki faydali

etkilerini gostermektedir (Biswas ve digerleri, 2003).

2.3.2. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Diinya niifusunun yaslanmasiyla birlikte kalp damar rahatsizliklar1 genel olarak 6nde gelen halk
sorunu haline gelmektedir. Kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 diinya ¢apinda insan
oliimlerinin 6nde gelen sebepleri arasinda yer almaya devam etmektedir. Bu dliimlerin oranlari
2000’11 y1llarda dortte bir oraninda artarak 2019 yilinda 17,9 milyona ulagmistir ve bu sayinin
2030 yilina kadar 22 milyona ulagmasi1 beklenmektedir (Tu ve digerleri, 2021). Yetersiz
beslenme, sigara ve alkol tiiketimi, hareketsiz yasam ve diyabet gibi bazi metabolik
rahatsizliklar kardiyovaskiiler sistem icin baslica risk faktorii olarak degerlendirilmektedir. Bu
risklerin otesinde iyilestirici ve dnleyici etki olarak saglikli beslenme Onerilmektedir. Yapilan
arastirmalar ve bulgular sonucunda siit proteininin 6zellikle %80 ini proteinini olusturan kazein
proteini takviyesinin kan basicini diisiirmede etkili bir yontem oldugu gézlemlenmistir (Fekete
ve digerleri, 2016; He ve digerleri, 2011; Tu ve digerleri, 2018). Kazeinin, antioksidan,
antihipertansif gibi bir¢ok biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir. Oksidatif stres ve kronik
inflamasyon kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin gelisim siirecinde kritik rol almaktadir. Bu

nedenle kazeinin kardiyovaskiiler sisteme etkisinin iyi bilinmesi 6nemlidir. Hidrolizatlarin C-
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terminalinden iki amino asidi ¢ikararak anjiyotensin I'i vazokonstriktdr anjiyotensin II'ye
doniistiiren anjiyotensin I doniistiiricii enzimin aktivitesini bloke ederek kan basincini

diisiirdiigii kanitlanmistir (Tu ve digerleri, 2020; Zhou ve digerleri, 2022).

Biyoaktif peptitlerin, kardiyovaskiiler sistem iizerinde de pozitif etkileri oldugu agik¢a
goriilmektedir. Biyoaktif peptitlerin antihipertansif, antitrombotik ve antioksidatif etkileri
kardiyovaskiiler sistem iizerinde pozitif anlamda katkilar saglamaktadir (Beermann ve Hartung,
2012). Ayrica bazi proteinlerin parcalanmasiyla ortaya ¢ikan peptitlerin antitrombotik etkiye
sahip oldugu bilinmektedir. Antitrombotik 6zelliklere sahip biyoaktif peptitler, kanda piht1
olusumunu engelleyerek veya azaltarak etkili olur. Kazeinomakropeptitler, rennin enziminin
siit proteinleri ile etkilesimi sonucu pihtilasan k-kazein’den iiretilir (Fiat ve digerleri, 1993). Bu
kazeinomakropeptitler, fibrinojenin trombosit ylizeyindeki glikoprotein reseptorlerine
baglanmasini inhibe ederek trombosit agregasyonunu engellemektedir (Ozdemir ve digerleri,

2021; Silva ve Malcata, 2005).

Fibrinojen, karacigerde sentezlenmektedir ve kanin pihtilagsma siirecinde kritik bir islevi olan
bir proteindir. Bu protein trombin enzimi ve kalsiyum varliginda fibrine dontigerek pihtilagmay1
baslatmaktadir (Denizli ve Yavuz, 2011). Fibrinojenin fibrin olusturma yetenegi, 6zellikle
gama zinciri tarafindan saglanir. Ayrica, fibrinojenin gama zinciri ile siitteki k-kazein peptit
zinciri arasinda benzer yapilar oldugu tespit edilmistir. k-Kazeinin tripsinle hidrolizi sonucu
olusan ve kasoplatelin olarak bilinen peptidin, fibrinojenin trombosit yiizeyindeki glikoprotein
reseptorlerine baglanmasini engelleyerek antitrombotik etki gosterdigi belirlenmistir (Silva ve

Malcata, 2005; Smacchi ve Gobbetti, 2000).

Ote yandan karacigerde iiretilen anjiotensinojen, bobreklerde salgilanan renin enzimi ile
etkileserek anjiyotensin I'e doniislir. Anjiyotensin I, daha sonra anjiotensin doniistiiriicii enzim
(ACE) araciligiyla anjiyotensin II'ye ¢evrilir. Bu degisim, kan damarlarinda kiigiilme ve
dolayisiyla kan basincinda ylikselmeye yol agmaktadir (Bhat ve digerleri, 2017; Bulca ve
Giivenc, 2020; Gobbetti ve digerleri, 2004). insan ve hayvanlarin kazein hidrolizatlarini oral
yolla almasi sonucu hidrolizatlarin, makul bir dozda tiiketimi nispeten giivenli bulunmustur.
Kazein hidrolizatin antihipertansif etkisi g6z oniine alindiginda, kazein hidrolizati sentetik ACE

inhibitdrleri ile sinerjistik bir etki olusturabilir ve hipertansif hastalarda sentetik ACE inhibitorii
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uygulama miktarini azaltabilir (Dent ve digerleri, 2007; Doorten ve digerleri, 2009; Duffuler
ve digerleri, 2022; Sano ve digerleri, 2005).

Kazeinin hidroliziyle kazokininler, o-laktoalbumin ve [-laktoglobulinin hidroliziyle ise
laktokininler meydana gelir. Bu peptitler, kan basincinin yiiksekligini kontrol altinda tutarak
ACE inhibe edici 6zellik gostermektedir (Ebringer ve digerleri, 2008; Nielsen ve digerleri,
2009; Pihlanto-Leppili ve digerleri, 1998; Sanlidere ve Oner, 2006). as1-kazeinden elde edilen
hidrolizatlarin, yiiksek oranda ACE inhibe edici aktiviteleri saptanmistir (Silva ve Malcata,
2005). Japonlarin yemek kiiltiiriinde bulunan misoya kazein eklenerek elde edilen {iriinlerin
farelerde antihipertansif etki gosterdigi belirtilmistir (Inoue ve digerleri, 2009). Baska bir
calismada, farelerin ACE inhibitorlerinin yiiksek oldugu gidalarla beslenmesinin
hipertansiyonu azalttig1 bildirilmistir. Ayrica, fermente siit i¢ceceklerinin diizenli tiiketiminin
hipertansiyonu olan bireylerde kan basincini diisiirdiigii gozlemlenmistir (Pihlanto ve digerleri,

2010; Seppo ve digerleri, 2003; Yoshikawa ve digerleri, 2000).

2.3.3. Bagisikhik Sistemi ve Hastaliklar

Bagisiklik sistemini pozitif yonde etkileyen biyoaktif peptitler arasinda a-kazein, B-kazein ve
a-laktalbiiminden elde edilen immiinopeptitler bulunmaktadir (Beermann ve Hartung, 2013;
Haque ve digerleri, 2008). Immiinopeptitlerin antikor iiretimi sonucunda fagositoz,
makrofajlarin sitotoksik islevleri, lenfosit ¢ogalmasi, T-lenfositlerinin kontrolii ve hiicre
olimiinii tetikleyen aktiviteler gibi bagisiklik sistemini etkileyen diizenleyici islevler
gosterebilmektedir. Etkilerin arttirict veya engelleyici olmasi, yogunluga bagl olarak degisiklik
gostermektedir. Ornegin, baz1 kazomorfinlerin diisik konsantrasyonlarda lenfosit
proliferasyonunu inhibe ettigi, ancak yliksek konsantrasyonlarda bu proliferasyonu tesvik ettigi
bildirilmistir (Gill ve digerleri, 2000; Tirelli ve digerleri, 2000). Kazein ve laktoferrinin
parcalanmasiyla elde edilen peptitler, antitiimdr ve hiicre 6limii etkileri gostermektedir. Bu
ozellikleri nedeniyle antikarsinojen etki sergiledikleri sdylenebilir (Meisel, 2005; Yang ve
digerleri, 2004). Insan ve inek siitiinde bulunan a-laktalbiimin proteininin antitiimér etkisinin
oldugu bulunmustur. Bu proteinin, girtlak kanseri (Knyazeva ve digerleri, 2008) ve akciger
kanser hiicrelerini yok edici etkileri saptanmistir (Zhang ve digerleri, 2009). Kazomorfinlerin

meme kanserine kars1 etkiler sergiledigi tespit edilmistir.
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2.3.4. Antihipertansif Peptitler

Modern yasam tarzindaki degisiklikler, hipertansiyon tedavisinde kan basincini diigiiren
fonksiyonel gidalara olan ihtiyaci arttirmistir. Hipertansiyon, kalp ve bobrek hastaliklari,
arterioskleroz ve felg gibi ciddi saglik sorunlarina yol agabilir. Protein hidrolizatlarindan elde
edilen antihipertansif peptitler, 6zellikle ACE inhibitorleri olarak bilinir ve en ¢ok arastirilan
peptitlerdir. Siit kaynakli antihipertansif peptitler, ACE inhibitorleri olarak bilinen kazokinin
ve laktokininleri igerir. Bu peptitler, viicuttaki kan basinci ve sivi dengesini diizenleyen
ekzopeptidazlar olarak calisir ve substratlar1 uctaki karbon atomundan ayirarak dipeptitler
olustururlar. Bu sayede, siitten elde edilen biyoaktif peptitler, damar sertligi ve tikaniklig1 gibi
kalp rahatsizliklarmin énlenmesinde énemli bir rol iistlenir (Yalgmn ve Rakicioglu, 2020). Ilk
yaklagim olarak, L. helveticus ve S. cerevisiae kombinasyonu kullanilarak antihipertansif
aktiviteye sahip fermente siit iiretilmis ve bu siirecte iki ACE inhibitorii tripeptit olan VPP ve
IPP elde edilmistir. Bu peptitler hem hayvanlarda hem de insanlarda yiiksek antihipertansif etki
gostermistir (del Mar Contreras ve digerleri, 2009). Enterococcus tiirleriyle esde edilen
fermente siit iiriinlerinin de antihipertansif aktivite 6zellikleri saptanmistir (Miguel ve digerleri,
2005; Muguerza ve digerleri, 2006). B-kazeinden elde edilen f133-138 peptit, ACE inhibitorii
ve antihipertansif etkilerinden sorumlu peptitlerden biri olarak tanimlanmistir. Bu peptitler,
tiretilen fermente siitliin antihipertansif aktivitelerinin temelini olusturmaktadir (Quirds ve
digerleri, 2007). Ikinci yaklasim, siitiin enzimatik hidrolizine dayanmaktadir. Bu ydntemle, gida
simifi proteinlerinden biri veya birden fazla kombinasyonu kullanilarak, antihipertansif
ozelliklere sahip ¢esitli peptitler tiretmek amaciyla enzimler kullanilir. Bu strateji, 6zellikle
kazeinatlar, tekli kazein fraksiyonlar1 ve peynir altt suyu gibi kaynaklardan elde edilen
sindirimlerde sikca tercih edilmektedir (FitzGerald ve digerleri, 2004; Korhonen ve Marnila,
2006). Ozellikle tripeptitler veya daha uzun peptitler, ACE’yi inhibe ederek kan basincinin
kontroliine yardimci olabilirler. Deve siitii kazein fraksiyonunun yapisinda, diger tiirlerden elde
edilen stitlerdeki kazein fraksiyonlarina kiyasla daha fazla miktarda prolin bulundugu ve bunun
da deve siitiinden elde edilen hidrolizatlarin daha iyi ACE inhibitér ve antioksidan aktivite
gostermesine katkida bulundugu bildirilmistir (Moslehishad ve digerleri, 2013). Farelerde
yapilan bir aragtirmada, siit kazeininden elde edilen valil prolil prolin ve izol6sil prolil prolin
tripeptitlerinin, damarlar1 genisleterek kan basincini azalttigi ve insan umbilikal damar
hiicrelerinde nitrik oksit tiretimini arttirdigi gozlemlenmistir (Hirota ve digerleri, 2011).

Yapilan Farkli bir arasgtirmada ise kazeinden elde edilen hidrolizat fraksiyonlarimin ACE
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inhibisyon aktivitesi gosterdikleri belirtilmistir (Miguel ve digerleri, 2009). Yapilan ¢calismalara
gore orta derecede olgunlastirilmis peynirlerin en yiiksek ACE-inhibitor aktivitesine sahip
oldugunu gostermektedir (Sieber ve digerleri, 2010). asi-kazeinden agiga ¢ikan peptitlerin ise
ozellikle yiiksek ACE inhibisyon aktivitesine sahip olduklar1 belirlenmistir (Silva ve Malcata,
2005).

2.3.5. Antimikrobiyal Peptitler

Antimikrobiyal peptitler, ¢esitli bakteri, viriis ve mantarlardan koruyarak antimikrobiyal etki
gostermektedirler. Antimikrobiyal aktivite Uriiniin raf omriinii etkilemesi sebebiyle paketli
gidalar i¢in istenilen bir Ozellige sahiptir (Haney ve Hancock, 2013). Son yillarda, gida
teknolojisinde antimikrobiyal peptitlerin koruyucu olarak kullanimi giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Bugiin, gidalarda genellikle tuz, nitrit, nitrat, benzoik asit ve tiirevleri,
baharatlar ve seker gibi maddeler antimikrobiyal olarak kullanilmaktadir. Ancak bu maddelerin
bazi olumsuz yonleri nedeniyle, biyoaktif peptitler alternatif olarak kullanilmaya baglanmistir.
Siit icerisinde dogal olarak bulunan kazein, immiinoglobiilin, laktoperoksidaz, laktoferrin ve
lizozim gibi proteinlerin miktari, siitiin temin edildigi hayvansal tiire bagh olarak degisir. Bu
proteinlerin par¢alanmasiyla olusan peptitler, antimikrobiyal 6zellikler gosterebilir (Ebringer
ve digerleri, 2008). Antimikrobiyal peptitler, li¢ farkli gruba ayrilir: kisa (20-46 amino asit),
bazik (Lisin ve Arjinin acisindan zengin) ve amfipatik. Ayrica, Losin, Izolésin, Valin,
Fenilalanin ve Triptofan gibi hidrofobik kalintilar bu peptitlerde yaygin olarak bulunur (Haney
ve Hancock, 2013). Cok hiicreli organizmalar, patojen mikroorganizmalara karsi savunma
amaciyla antimikrobiyal peptitler tiretir. Bu peptitler, mikroplarin hiicre zarlarini bozabilir ve
hiicre boliinmesi gibi biyolojik siiregleri etkileyebilir (Yadavalli ve digerleri, 2016). Biyoaktif
peptitler bakterileri hayatta kalmalar1 ve biiylimeleri i¢in gerekli olan besin maddelerinden
yoksun birakarak antimikrobiyal etki gosterirler. Yapilan incelemeler sonucunda kazein tiirevi
peptitlerin S. aureus hari¢ tiim bakterilere kars1 etkili olabilecegini gostermistir (Théolier ve
digerleri, 2014). Siitlin antimikrobiyal etkisi, kapsamli arastirmalarla dogrulanmistir.
Gastrointestinal sistemde, laktoferrin hidrolize olarak laktoferrine doniiserek diger biyoaktif
peptidlerin sentezine Onemli bir katki saglamaktadir. Ayrica, laktoferrin tek basina da

antimikrobiyal 6zellik gostermektedir (Kamali Alamdari ve Ehsani, 2017).

osi-kazein ve as-kazein kaynakli biyoaktif peptitlerin Escherichia, Helicobacter, Listeria,

Salmonella ve Staphylococcus gibi bakteri tiirlerine karsi (Korhonen ve Pihlanto, 2006), ayni
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zamanda B-kazein tiirevli biyoaktif peptitlerin de Klebsiella pneumoniae tiirlerine karsi
antimikrobiyal aktivite sergiledigi bilinmektedir (Silva ve Malcata, 2005). Farkli bir caligmada
ise o-kazein proteininin isracidin peptit frsksiyonunda fare ve koyunda Staphylococcus
aureus’a kars1 antimikrobiyal etkinin bulundugu ve buna ek olarak mastitiste karsi da korudugu
saptanmistir (Tome ve Ledoux, 1998). Siit proteinlerinden hidrolize edilen antimikrobiyal
peptitler farkli mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki gosterebilmektedir (Corréa ve
digerleri, 2011). Siitiin peynir gibi son iirline doniismesi sirasinda yapilan fermantasyon da
biyoaktif peptitlerin artmasini saglamaktadir. 90 giin olgunlasmasi beklenen Tulum peynirinde
elde edilen biyoaktif peptitlerin Salmonella typhimurium ATCC 14028 tiirlerine karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Bunun yanisira bakterilerin hiicre zarlarindaki
farkli yapilar nedeniyle, peynirden elde edilen peptit ekstraktlarinin antibakteriyel etkisi,
bakteriyel tiirlere gore farklilk gosterebilir (Oztiirk ve Akin, 2021). Calismalarinda koyun
siitiinden elde edilen biyoaktif peptitlerin Bacillus cereus ve Corynebacterium fimi tiirlerine
kars1 antimikrobiyal potansiyellerini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda hidrolizatlarin
bu iki tlir mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi ve inhibisyon alanlarinin 9,3-
11,5 mm araliginda degistigi belirlenmistir (Corréa ve digerleri, 2011). Italyan peynirleri ile
ilgili yapmis olduklar1 ¢caligmada peynirden elde edilen peptitlerin Lactobacillus sakei A1S,
Listeria innocua DSM 20649, Bacillus megaterium ¥6 ve Escherichia coli K12 suslarina karsi

antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Rizzello ve digerleri, 2005).

2.3.6. Antioksidan Peptitler

as-kazeinden tiiretilen peptitler serbest radikal siipiirme kapasitesine sahiptir ve enzimatik ve
enzimatik olmayan lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Rival ve digerleri, 2001; Suetsuna ve
digerleri, 2000). Proteolitik enzimler, enzimatik hidroliz yoluyla kazeinlerden, soya
fasulyesinden ve jelatinden antioksidan peptitleri serbest birakabilirler (Korhonen ve Pihlanto,
2003). Antioksidan peptitler, gida {iriinlerinin oksidatif bozulmalarin1 engelleyerek raf
Omiirlerini uzatir. Bu peptitler genellikle starter ve starter olmayan laktik asit bakterilerinin
etkisiyle kazeinlerden tiiretilmektedir. Yapilan arastirmalar, laktik asit bakterilerinin proteolitik
enzimleri sayesinde 6zellikle as-kazein fraksiyonundan elde edilen hidrolizatlarin antioksidan
aktivite sergiledigini ortaya koymustur (Ay ve Sanli, 2018). Diisiik sicaklikta islenmis peynir
altt suyu proteini yiiksek seviyelerde spesifik dipeptitler (glutamilsistein) icermektedir
(Bounous ve Gold, 1991). Bu dipeptitler, hiicresel koruma ve onarim siiregleri i¢in dnemli bir

antioksidan olan glutatyonun sentezini destekleyebilmektedir. Yogurt, kefir ve peynir gibi
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fermente siit lirlinlerinin stiperoksit, hidroksil ve peroksit radikalleri ile diger reaktif oksijen
tiirlerini notralize etme yetenegine sahip oldugu ve bu {iirlinlerin antioksidan 6zellikler tasidigt
arastirmalarla belirtilmistir (Chen ve digerleri, 2003; Hilario ve digerleri, 2010; Songisepp ve
digerleri, 2004). Yapilan ¢alismalarda, kazein proteinlerinin antioksidan ozellikler gosterdigi
belirtilmistir. Ayrica, siit proteinlerinin baslica B-laktoglobiilin ve kazein proteinlerinin, siitiin
toplam antioksidan kapasitesinin biiylik bir kismindan sorumlu oldugu ifade edilmektedir

(Hammershgj ve digerleri, 2010; Liu ve digerleri, 2007; Sakkas ve digerleri, 2014).

Siit proteinleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada, a-kazein ve B-laktoglobiilin proteinlerinin hiicre
yaslanmasini engelleyerek ve miyoblastlarin farklilagsmasini ve olgunlagmasini tesvik ederek
oksidatif stresin yol actig1 yaslanmay1 azaltici 6zellige sahip oldugu belirtilmistir (Kim ve
digerleri, 2019). Ayrica, B-kazein fraksiyonu, igerdigi prolin kalintilar1 nedeniyle yiiksek
antioksidan aktivite gosterir. Ceki¢ ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, yagsiz siit, kazein
ve farkli protein-siit karigimlarin toplam antioksidan kapasiteleri karsilagtirilmis ve bu

ozelliklerin siit proteindeki varliklarini ortaya ¢cikarmistir (Cekic ve digerleri, 2015).

Kazein proteininden iiretilen fosfopeptitler bagirsakda ¢oziinmeyen kalsiyum fosfat
birikimesini engelleyerek kalsiyum emilimini artirma 6zelligine sahiptir. Bu biyoaktif peptitler,
asi-, Os2- ve P-kazeinlerinin sindirimi sirasinda olusur. Osfopeptitlerin yapisinda bulunan
yiiksek negatif ylikler, bu peptitlerin daha az proteolize ugramasini saglar. Ayrica, fosfat
gruplarindaki negatif yiikler, minerallerin baglanmasim1 kolaylastirarak  Kalsiyum,
Magnezyum, Demir gibi makro elementler ile Cinko, Baryum, Krom, Nikel ve Kobalt gibi
mikro elementleri baglama kapasitesine sahiptirler. Fosfopeptitlerin mineral baglama
yetenekleri, belirli saglik sorunlarinin 6nlenmesinde yararli olabilecegini diisiindiirmektedir

(Ay ve Sanli, 2018; Korhonen ve Pihlanto, 2006; Silva ve Malcata, 2005).

2.3.7. Antidiyabetik ve Antiobezite Peptitleri

Diinya ¢apinda, obezite sorunu, gelismis ve gelismekte olan bolgelerde giderek daha yaygin
hale gelmektedir. Yag dokularindaki asir1 trigliserit birikimi, enerji alimi ile harcamasi
arasindaki dengesizlikten kaynaklanir ve bu durum, asir1 kilo ve obeziteye yol agmaktadir.
Obezite, viicut kitle indeksi (body mass index, BMI) 30 kg/m?*nin iizerinde olan bireylerde tani
konur (BMI = kilo (kg) / boy? (m?)). Obezite, asir1 viicut yagi birikimine yol agar ve bu durum,

diyabet riskini artirarak kiiresel diyabet yayginligin1 da beraberinde getirir. Obezite ve diyabet
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gibi metabolik bozukluklar, karmasik patofizyolojileri nedeniyle tedavi edilmesi zor
hastaliklardir ve mevcut tedavi yontemleri bazen istenmeyen yan etkilere yol acabilir. Obezite,
her y1l milyonlarca 6liime yol agtig1 i¢in erken 6liimiin 6nde gelen risk faktorlerinden biridir.
Literatiirde, kilo kaybin1 destekleyen gida kaynakli anti-obezite biyoaktif bilesenlerinin
fitomedikal ilaglardan gida proteinleri ve biyoaktif peptitlere kadar genis bir yelpazede yer
aldig1 bildirilmistir (Ashaolu ve digerleri, 2024; Li ve digerleri, 2022; Wharton ve digerleri,
2020). Bu baglamda yapilan bir ¢alismada fermente siit iirtinlerinden elde edilen hidrolizatlarin
antidiyabetik ve lipaz inhibisyon aktivitelerinin tespit edildigi belirtilmistir (Azadikhah ve
digerleri, 2024). Laktik asit bakterileri ile fermente edilen siit iiriinlerinin hidrolizatlarinin lipaz
inhibisyon aktivitesi saptanmigtir (Gil-Rodriguez ve Beresford, 2019). B-laktoglobulin siit
proteininden elde edilen triptik hidrolizatlar, hipokolesterolemik etkiler gdsteren bir peptit
icerdigi belirlenmistir. Bu peptit, Caco-2 hiicrelerinde (kolon adenokarsinom hiicreleri)

kolesterol emilimini engelledigi rapor edilmistir (Nagaoka ve digerleri, 2001).

Diyabet, insiilin etkisi veya insiilin salgisindaki problemler sonucu ortaya ¢ikan hiperglisemi
ile karakterize edilen karmagik bir metabolik bozuklukl grubudur. Uluslararasi Diyabet
Federasyonu'na gore, 2021 yilinda diinya genelinde yaklasik 537 milyon yetiskinin diyabetle
yasadigr tahmin edilmekte olup, bu saymnin 2045 yilina kadar 629 milyonu asacagi
ongoriilmektedir. Tip 2 diabet, diyabetli bireylerin %90'in1 olusturmaktadir. Diyabet dolayisiyla
6liim oranlari ¢ok yiiksektir ve bu nedenden dolay1 diyabetin iyilestirici ve baskilayici etkisinin
olacagr bir takim arayslar icine girilmistir (Wang ve digerleri, 2024). Biguanidler,
tiazolidindionlar ve dipeptidil peptidaz-IV (DPP-IV) inhibitorleri gibi gesitli hipoglisemik
ajanlar gelistirilmisken, siskinlik, rahatsizlik ve bazen ishal gibi yan etkiler nedeniyle, nispeten
diisiik yan etkilere sahip dogal kaynaklardan elde edilen antidiyabetik adaylar daha fazla ilgi
gormiistiir. Bu nedenle kazein hidrolizatlari, hipoglisemik etkileri nedeniyle anti-diyabetik
ajanlar olarak ilgi gormiis ve bu etkiler, 6zellikle insiilin iretimini artirmaya ve insiilin direncini
azaltmaya yonelik insiiline bagimli mekanizmalarla iliskilendirilmistir. Ornegin, kazein ve
kazein hidrolizatlarinin insiilin salinimin1 uyardigi ve hepatik instilin duyarliligini iyilestirdigi
gosterilmistir (Drummond ve digerleri, 2018; Kett ve digerleri, 2012; Lillefosse ve digerleri,
2013; Nongonierma ve FitzGerald, 2013; Nongonierma ve digerleri, 2017). Kazeinden elde
edilen Valin-Prolin-Losin-Glisin peptidinin farelerde oral yolla alinmasimin kandaki glikoz

seviyelerinin azalmasina sebep olmustur (Wang ve digerleri, 2024). Farkl tiirlerde enzim
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kullanilarak elde edilen siit proteinlerinde DPP-IV inhibe edici peptitler tespit edilmistir

(Mazorra-Manzano ve digerleri, 2018).
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3. MATERYAL VE METOT

Tez calismasi temel olarak 5 asamada gerceklestirilmistir. Tezin ilk agamasinda; asit kazein
elde edilmis ve enzimatik reaksiyonlarin etkin sekilde ger¢eklestirilebilmesi i¢in homojen bir

dispersiyona doniistiirilmiistiir.

e ikinci asamada, kazein hidrolizat1 iiretiminde yiiksek biyoaktivite saglayan
endopeptidaza karar verilmistir.

e Uciincii asamada, kazein hidrolizat1 iiretiminde ekzopeptidaz kullaniminin etkisi
belirlenmistir.

e Dordiincii  asamada, yiliksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati {iretim
optimizasyonu ve islem kosullarinin biyoaktivite {izerine etkileri incelenmistir.

e Son asamada ise, iiretilmis olan yiiksek biyoaktivite gosteren kazein hidrolizatinin gida

bileseni olarak ayranda kullanim potansiyeli ortaya konulmustur.
3.1. Biyoaktif Peptit Uretiminde Kullamlan Hidroliz Enzimleri

Tez calismasinda kazeinden biyoaktif peptit iiretiminde hidroliz amaciyla 3 farkli endopeptidaz
enziminin denenmesine karar verilmistir. Bu amagla, endopeptidaz enzimleri olarak Neutrase®
0.8 L (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka), Alcalase® 2.4 L (Novozymes, Bagsvaerd,
Danimarka) ve rTrypsin® 800 USP/mg (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) enzimleri tedarik
edilmistir. Buna ek olarak, endopeptidaz enzim faaliyeti ile elde edilen kazein hidrolizatinin
biyoaktif 6zelliklerini gelistirme ve endopeptidaz aktivitesini destekleme potansiyelini ortaya
koymak iizere, endopeptidaz enzimleri ile birlikte ekzopeptidaz enzimlerinin ¢alisma etkinligi
incelenmistir. Bu dogrultuda 2 farkli ekzopeptidaz kullamlmstir: Flavourzyme® 1000 L
(Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) aminopeptidaz grubu bir enzimken (1100 LAPU/g),
Protana™ Prime (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) hem aminopeptidaz (970 LAPU/g),
hem de karboksipeptidaz (890 CPDU-A/g) etkinligi gosteren bir enzimdir.

Calisilmasi belirlenen enzimlerden Neutrase® enzimi, optimum calisma pH’s1 7 ve sicaklig1 40-

50 °C araliginda olan, Bacillus amyloliquefaciens bakterisinden elde edilen bir

metallo/endopeptidaz enzimidir. Alcalase® 2.4 L, pH 7-9, sicakligi 30-65 °C araliklarinda
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Bacillus licheniformis kaynagindan, rTrypsin® ise pH 7-8 araliginda, optimum calisma sicaklig
35-45 °C ve mikrobiyal fermentasyon ile elde edilen bir serin/endopeptidazlardir.

Calismaya karar verilen ekzopeptidaz enzimlerden Flavourzyme® enzimi, optimum ¢alisma
pH’s1 6,5-7 ve sicakligi 45-55 °C araliginda olan, Aspergillus oryzae mikroorganizmasindan
elde edilen bir ekzopeptidazdir. Protana™ Prime enzimi, optimum calisma pH’s1 6-7 ve

sicaklig1 20-60 °C araliginda olan bir ekzopeptidazdir.
3.2. Uretimler

Tez ¢calismasinda kullanilacak hammadde olan kazein, yagsiz siitten asitlestirme ile elde edilmis
ve enzimatik reaksiyonlarin homojen gerceklestirilebilmesi i¢in homojen bir dispersiyona
donistiirilmiistiir. Sonrasinda, hazirlanan bu hammaddenin hidrolizi ile kazein hidrolizat1 elde

edilmis ve bu siirecte elde edilen hidrolizatin biyoaktivitesindeki degisimler incelenmistir.

3.2.1. Asit Kazein Eldesi

Asit kazein elde etmek i¢in kullanilan siit, Adana yoresindeki Ali Baba Ciftligi Siit Firmasindan
yagsiz ¢ig inek siitli olarak temin edilmistir. Siitler, Temmuz- Agustos 2020 tarihleri araliginda
Holstein ve Jersey inek siitlerinin karisimlari olarak 2 ile 7 giin araliklarla 7 kez alinmistir. Asit
kazein iiretiminde Bu caligsmadaki iiretim akis1 Sekil 3.1°de verilen yonteme gore uygulanmis
ve 0n denemeler ile kesinlestirilmistir (Sarode ve digerleri, 2016). Bu yonteme gore, kullanilan
siitlin yag1 firma tarafindan santrifiij ayiricilarda alinmistir. Calisma kapsaminda kullanilan asit

kazein iiretim prosediirii su sekildedir:

Tedarik edilen yagsiz siitler 1sitmali-sirkiilasyonlu su banyosunda (IKA ICC Basic Eco 8,
Staufen, Almanya) hizla 75 °C’ye 1sitilmig, 15 saniye bekletilerek pastorize edilmistir.
Pastorizasyon sonrasi siitler, hizli bir sekilde 40 °C’ye sogutulmus ve bu sicaklikta 40 dakika
bekletilmistir. Daha sonra pihtilasma sicakligi olarak belirlenen 35 °C’ye siitler sogutulmus ve
cok hafif bir karistirma ile siite yavas bir sekilde 0.1 M asetik asit ¢ozeltisi ilave edilmistir. Siit
pH’s1 4.6’ya gelene kadar asitlestirme islemi siirdiiriilmiis ve pithtilagma saglanmistir. Daha
sonrasinda herhangi bir slizme islemi gergeklestirilmeden, karisim 50 °C’ye 1sitilmis ve bu
sicaklikta 15 dakika bekletilmistir. Sonrasinda peyniralti suyu siiziilmiis ve pihtiya 50 °C’de saf
su ilave edilerek, 1sitmali manyetik karistiricida (IKA C-MAG HS 10, Staufen, Almanya) orta

diizey bir karistirma islemi ile 15 dakika yikanmistir. Bu yikama sonrasi yikama suyu
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uzaklastirilmig ve ayn1 yikama islemi dnce 40 °C’de, sonra 35 °C’de su ile tekrarlanmistir. Her
yikama sonrasinda (toplamda 3 kez), peynir siizme bezi kullanilarak kazein pihtisindan yikama
suyu uzaklastirilmistir. Son yikama islemi sonrasinda pihti, siizme bezinde asilmis ve 20 dakika
askida bekletilmistir. Sonrasinda bezdeki pihti elle sikistirilarak kalan suyun uzaklastirilmasi

saglanmistir. Uygulanan prosediir Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Yagsiz Cig St

Pastorizasyon
75 <C'de 15 dakika 2000 devir

Asitlestirme
pH 4.6 35 «C'de

1.2.ve3. Yikama

50,40 ve 35 °C’de yitkamayapiligtir

20 dakika askida uygulama

Sekil 3.1. Asit kazein iiretimi

Calismada hammaddeden kaynakli farkliliklari minimuma diisirmek amaciyla kazein
tiretimleri toplu sekilde gerceklestirilmistir. Laboratuvar kosullarinda yogun bir ¢alisma ile
giinde ortalama 10 litre kadar siit islenebilecegine karar verilip, Ali Baba Ciftligi’nden 10-20

litre araliginda degisen miktarlarda siitlerin asit kazein tretimleri gergeklestirilmistir.
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Calismada gerekecek asit kazein miktariin en az 7 kg olacagi tahmin edilmis ve bu dogrultuda
2 ile 7 giin araliklarla toplam 7 kez ¢ig siit tedarigi gerceklestirilmis ve toplam 84,7 kg siitten
7,3 kg asit kazein tiretilmistir. Yaklasik 1 ay siiren liretimler sonucunda elde edilen tiim asit
kazein pagal yapilarak karistirilmis ve galismalarda kullanilmak tizere 100’er gramlik numune
kaplarina porsiyonlanarak dondurulmustur. Asit kazein pihtilar1 iiretim ve analizlerde
kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. Uretilen asit kazeinin kuru maddesi %34,2 +

0,2, protein icerigi ise %30,5 £ 1,0 olarak analiz edilmistir.

3.2.2. Asit Kazeinin Homojen Bir Dispersiyona Doniistiiriilmesi

Uretilen asit kazeininin etkin sekilde hidroliz edilebilmesi icin akiskan, homojen ve kararli bir
dispersiyona doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda, sodyum fosfat temelli bir
tamponla asit kazeinin pH’siin notr pH’ya yaklastirilmasinin uygun olacagi diistiniilmiistiir.
Hidroliz siirecinin 72 saate kadar siirecegi ongoriilerek, 45 °C’de 72 saat boyunca, ¢alkalamali
inkiibatorde, homojen dispersiyon yapisini koruyacak, ¢okmeyecek ve kabin duvarlarina
yapismayacak bir kazein konsantrasyonunda dispersiyon hazirlanmasi planlanmistir. Bu
kosullarda yapilan 6n denemelerde 1:1, 1:2, 1:3, 1:5 ve 1:10 oranlarinda asit kazein:fosfat
tampon ¢ozeltisi (pH 8’e ayarli, NaH,PO4 ve NaoHPOy4 iceren 0,1 M tuzsuz fosfat tamponu)
ultra-Turrax (IKA T-18, Staufen, Almanya) kullanilarak karistirtlmis ve calkalamali
inkiibatorde (IKA KS 3000 I control, Staufen, Almanya) 45 °C’de 72 saat boyunca 200 rpm
karistirma hizinda bekletilmistir. On denemeler sonucunda, 1:1 ve 1:2 oranlarinda kararli
dispersiyon elde edilememis, ancak 1:3 oranindan itibaren homojen ve kararli dispersiyonlar
elde edilebilmistir. Yiiksek ve etkili bir kazein konsantrasyonunda g¢aligma hedefiyle 1:3
(kazein:fosfat tamponu, w/v) oranmnin kullanilmasina karar verilmistir. Bu sekilde {iretilen
cozeltilerdeki kuru madde oraninin yaklasik %8,6, kazein oraninin ise yaklasik %7,5 oldugu
belirlenmistir. Analizlerde hem iyi bir dispersiyon olusturmak hem pastorizasyon saglamak ve
ayrica daha biiyiik capli hacimlerde calisabilmek icin bu islem Thermomix cihazinda
gerceklestirilmek tiizere modifiye edilmistir. Bu modifikasyonun gergeklestirilmesinde
literatiirde belirtilen eritme islemi esas alinmistir (Cam ve digerleri, 2018). On deneme
tiretimlerinde karisimin asir1 koplirmesi sorunu ile karsilagilmis ve sonugta; asit kazeinin
homojen ve kararli bir dispersiyona doniistiiriilmesinde asagida tarif edilen prosediir

uygulanmistir:
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Asit kazein:fosfat tamponu orani 1:3 olacak sekilde asit kazein tartilmis ve Thermomix TM31
(Vorwerk, Wuppertal, Almanya) cihazina konulmustur. Thermomix cihazinda asit kazein 7000
rpm’de 60 saniye karistirilarak par¢alanmistir. Sonrasinda, kazein bazinda %2 trisodyum sitrat,
%1 trisodyum fosfat tuzlar ile %0,2 potasyum sorbat iceren ve pH’s1 8’e ayarlanan fosfat
tamponu 80 °C’ye 1sitilip karigimin tizerine ilave edilmistir. Tiim karigimin sicakligi 80 °C’ye
ulasana kadar 4000 rpm’de karistirllmig ve sicaklik 80 °C’ye ulastiktan sonra ayni hizda 15
dakika daha karistirma islemi siirdirilmiistiir. Bu sekilde hazirlanmis ve pastorizasyonu
gergeklestirilmis olan kazein dispersiyonu, hizla sogutulmus ve kopiigii sogukta giderildikten
sonra numune kaplarina porsiyonlanmis ve dondurularak -20 °C’de hidrolizat iiretimleri igin

saklanmistir.

3.2.3. Kazein Hidrolizati Uretimleri

Uretilen ve homojen bir dispersiyona doniistiiriilen asit kazein, hidroliz enzimleri ile muamele
edilerek yliksek biyoaktif Ozelliklere sahip, biyoaktif peptitge zengin kazein hidrolizati
tiretiminde kullanilmigtir. Kazein hidrolizati {iretiminde Oncelikle en yliksek biyoaktivite
saglayan uygun endopeptidazin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda, calisilacak

endopeptidaz enzimleri olarak Neutrase®

0.8 L (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka),
Alcalase® 2.4 L (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) ve rTrypsin® 800 USP/mg (Novozymes,
Bagsvaerd, Danimarka) enzimleri se¢ilmis ve bu enzimlerin optimum c¢alisma kosullar1 da
dikkate alinarak 6n denemelerle ¢alisilacak islem kosullar1 belirlenmistir. Daha sonra, bu 6n
denemelerle belirlenen islem kosullarinda kazein hidrolizat {retimleri ve analizleri
gerceklestirilmistir.. Endopeptidaz kullanilarak elde edilen hidrolizat {iretimleri asagidaki
yontemle saglanmistir.

Hazirlanmis olan asit kazein dispersiyonlar1 45 °C’ye getirilip, kazein bazinda belirlenen
konsantrasyonlarda enzim ilavesi gergeklestirilmistir (Neutrase® i¢in %1.25, Alcalase® igin
%1.25, rTrypsin® igin %2.50). Enzim ilavesi éncesinde drneklere 10 dakika kesintisiz ultrases
(T103 problu, Sonoplus, Bandelin, Almanya) islemi uygulanmistir. Ultrases asamasinda
sicaklik 55°C’yi1 gegmeyecek sekilde calisilmis ve probun 1/3°1 6rneklere gelecek sekilde
tiretimler saglanmistir. Karar verilen iiretim semasi1 asagida verilmistir.

Orneklere 10 dakika ultrases 6n islemi uygulanmustir. Sonrasinda yukarida belirttigimiz
miktarlardaki konsantrasyonlarda enzim eklenmistir. Enzim ilavesi sonrasi 6rnekler

calkalamali inkiibatérde 12 saat boyunca, 45 °C’de, 200 rpm’de inkiibe edilmis ve cesitli
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araliklarla (0, 2, 4, 8 ve 12 saat) hidrolizatlardan 6rnek alinmistir. Enzim inaktivasyonu igin

ornekler 90 °C’de 15 dakika su banyosunda bekletilmistir.

Bu asamanin sonucunda en uygun endopeptidaz olarak Neutrase® 0.8 L belirlenmis ve bu
enzimle yapilan kazein hidrolizati {iretimlerinde biyoaktiviteyi arttirmak icin farkl
ekzopeptidaz kullanimi arastirilmistir. Bu amagla, Flavourzyme® (Novozymes, Bagsvaerd,
Danimarka) ve Protana™ Prime (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) enzimleri ¢alismada tek
baslarina ve kombinasyon halinde denenmis ve elde edilen sonuglar dogrultusunda (Bkz:
Boliim 4.2) iki ekzopeptidaz enziminin, endopeptidaz enzimi ile beraber kullanimina karar
verilmistir. Elde edilen kazein hidrolizatinin biyoaktif 6zelliklerini daha da arttirmak iizere ise
islem kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu asamada da inkiibasyon siiresi,
ekzopeptidaz konsantrasyonu ve ultrases On islem uygulamasinin optimizasyonu

gerceklestirilmistir.

Tez c¢alismasinin ikinci asamasinda yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati eldesinde
belirlenen en uygun endopeptidaz Neutrase® 0.8 L, ekzopeptidaz ise Flavourzyme® ve
Protana™ Prime enzimleri olmustur. Kazein hidrolizati eldesi i¢in, tiretilmis olan kazein fosfat
tamponunda eritme peyniri liretim tekniginden yararlanilarak ¢oziindiiriilmiis ve %7,5 kazein
i¢ceriginde kazein ¢ozeltisi elde edilmistir. Coziindiirme isleminde Thermomix TM31 (Vorwerk,
Wuppertal, Almanya) cihazindan ve Bas vd. (2019) calismasinda uygulanan yontemden
yararlanilmigtir. Elde edilen ¢ozelti %65 genlikte, kirik buz igerisinde 30 dakika boyunca
kesikli (1 saniye ¢alis, 1 saniye dur) bir ultrases (US) 6n islemine tabi tutulmustur (T103 problu,
Sonoplus, Bandelin, Almanya). Kazein ¢ozeltisi icerisine kazein bazinda %1,25 Neutrase®,
%0,5 Flavourzyme® ve %0,5 Protana™ Prime enzimleri ilave edilmis ve 45 °C’de 200 rpm
karistirma hizinda 20 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir. Enzimatik reaksiyon, 90
°C’de su banyosunda 15 dakikalik bir 1s1l islemle sonlandirilmistir ve sonrasinda elde edilen
hidrolizat 8.000 rpm’de oda sicakliginda 10 dakikalik bir santrifiij islemine tabi tutulmustur
(Niive, NF800, Ankara, Tiirkiye). Santrifiij sonrasi iist faz toplanmistir. Toplanan {ist faz analiz

edilmis ve ayran tiretiminde kullanilmistir.

3.2.4. Ayran Uretimi

Bu tez calismasinda ayran iretimleri literatiirde belirtilen yonteme gore, kuru maddesi

standardize edilen siitiin fermentasyonu sonucunda elde edilen metot ile elde edilmistir (Kogak
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ve digerleri, 2006). Ayran iiretiminde, siitlerin inokiilasyon 6ncesinde kati madde miktarlarinin
seyreltilerek %7 olmasi planlanmis ve ilave edilecek kazein hidrolizatlar1 da bu hesaplamada
dikkate alinarak iiretimler gerceklestirilmistir. Yapilan 6n denemeler sonucunda kazein
hidrolizat1 ilave oranlari, son iirlin olarak ayranin kuru madde igerigi sabit olacak sekilde
belirlenmistir ve kazein hidrolizatlarinin %1, %5 ve %10 oranlarinda ayrana ilave edilmesine

karar verilmistir.

Kuru madde miktar1 standardize edilen siitlerin fermentasyonu igin igerisinde S. thermophilus
ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus tiirlerinin bulundugu kiiltiirden (YoFlex ® Classic 1.0, Chr.
Hansen, Hoersholm, Danimarka) %0,01 oraninda kullanilmistir. 2,5 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda Orneklerin pH degerleri 4,5-4,6 araligina gelmis ve {iretilen ayran 6rneklerine bu
asamada % 0,75 oraninda tuz eklenip Ultra-Turrax (IKA T18, Staufen, Almanya) cihazinda 90
saniye 5000 rpm’de karistinnlmigtir. Elde edilen ayran 6rnekleri 100 mL’lik steril numune
kaplarinda ve +4 °C’de analiz edilinceye kadar depolanmustir. Uretilen ayran drneklerinin 14
giin boyunca depolanmis ve depolamanin 1, 7 ve 14.giinlerinde 6rnek alinarak analizleri
gerceklestirilmistir. Bu sekilde depolama boyunca ayran drneklerinin duyusal 6zellikleri, renk,
toplam asitliklik, pH, toplam peptit miktar1 ve bazi biyoaktivite degerleri (antioksidan aktivite,

antidiyabetik aktivite) belirlenerek sonuglar degerlendirilmistir.
3.3. Analizler

3.3.1. Toplam Peptit Miktarinin Belirlenmesi

Kazein hidrolizatlarinin hidroliz diizeylerine dair fikir sahibi olunabilmesi i¢in, 6rneklerin
toplam peptit miktarlar1 analiz edilmistir. Bilindigi {lizere, o-fitaldialdehit (OPA) bilesigi,
proteinlerin amino gruplariyla bag yapma egilimindedir. Ortamda -merkaptoetanol bilesigi de
bulundugu durumda OPA ve amino gruplarinin olusturdugu kompleks 340 nm’de absorbans
vermektedir. Ortamda bulunan amino grubu sayisi ile 340 nm’deki absorbans artar. Protein
yapist par¢alandikca OPA ile reaksiyon verebilen amino grubu sayist da artar. Bu sekilde,
proteoliz diizeyine dair fikir elde edilir. Bu reaksiyon pH 9,0’un iizerindeki kosullarda kararl
sonuglar verir. Bundan dolay1 ¢ozeltiler borat tamponunda hazirlanir. Ayni zamanda bu
reaksiyon ile 340 nm’deki absorbans ilk 1-1,5 dakika artarken, sonra 3.dakikaya kadar gorece
kalic1 olur, daha sonra ise azalir. Dolayisiyla, hassas Ol¢timler i¢cin 2 dakikalik inkiibasyon

siiresine uymak gerekir (Church ve digerleri, 1983).
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Calisma kapsaminda, orneklerin toplam peptit miktarinin belirlenmesinde Church vd.
(1983)’de belirtilen yontemden yararlanilmistir. Oncelikle OPA ¢dzeltisi hazirlanmistir. OPA
¢Ozeltisinin hazirlanmasinda, 50 mL’lik balonjoje alinip, i¢erisine 100 mM sodyum tetraborat
cozeltisinden 25 mL ilave edilmistir. Sonrasinda, iizerine %20’lik sodyum dodesil siilfat
¢ozeltisinden 2,5 mL eklenmistir. Daha sonra 10 mL’lik bir beherde 40 mg OPA tartilmis ve
tizerine eklenen 1 mL metanolde ¢oziindiirilmistiir. Bu ¢ozelti de, balonjojeye aktarilmistir.
Beher igerigi, balon joje igerigi ile birka¢ kez yikanmistir. Balonjojeye B-merkaptoetanol
cozeltisinden 100 pL ilave edilmis ve igerik saf su ile tamamlanmistir. Bu OPA ¢d6zeltisi giinliik
olarak hazirlanarak analizlerde kullanilmistir. Analiz i¢in, 6rneklerden 50 puL spektrofotometre
kiivetine alinmistir. Uzerine 1 mL OPA ¢ozeltisi ilave edilmis ve kiivet icerigi pipetleme ile
karistirilmistir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilan kiivetlerde olusan renk 340
nm’de her bir 6rnekten 3 paralel olacak sekilde 6l¢iilmiis ve toplam peptit miktari tripton ile
hazirlanan kalibrasyon egrisinden hareketle tripton esdegeri olarak TPM degerleri

hesaplanmustir.

3.3.2. Antioksidan Aktivite Potansiyelinin Belirlenmesi

Kazein hidrolizatlarinin antioksidan aktivitesi ii¢ farkli yontemle analiz edilerek
degerlendirilmistir. Serbest radikal siipiirme kapasitesi sonuglarinin degerlendirilmesinde
troloks eslenigi kullanilmistir. Bu yontemde, orneklerin suda ¢dziiniir ekstraktlarinin ABTS
(2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit)) radikallerini notralize etme kapasiteleri
Olciilmiistir. Re ve digerleri (1999), tarafindan tanimlanan ABTS katyon radikallerinin
baglanma kapasitelerinin dl¢lilmesi 0,1 mL 6rnek ¢ozeltisi ile 1,9 mL 7 mmol/L ABTS radikal
¢ozeltisinin (2,5 mmol/L potasyum perstilfat icerisinde hazirlanmis) verdigi reaksiyonun 6
dakika boyunca kinetik olarak 734 nm’deki absorbans degerinde meydana gelen degisimin
dlciilmesiyle belirlenmistir (Re ve digerleri, 1999). Olgiimler goriiniir ve UV bélgede dlgiim
yapabilen bir spektrofotometre (Agilent, Carry 60, ABD) ile gergeklestirilmistir. ABTS radikal
¢oOzeltisinin baglangi¢ absorbans degeri 0.700 £+ 0.020 olacak sekilde pH 7.4 75 mmol/L tuzlu

fosfat tamponu (150 mmol/L NaCl igeren) kullanilarak ayarlanmistir.

DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil serbest radikali) kullanilarak gergeklestirilen antioksidan
aktivite 6l¢tim yontemi anlatildig: sekilde yapilmistir (Brand-Williams ve digerleri, 1995; Kim
ve digerleri, 2002). 0,1 mL 6rnek ¢bzeltisi 3,9 mL DPPH (0,06 mmol/L metanol olacak sekilde

hazirlanmis) ile 30 dakika boyunca reaksiyona sokulmus ve ardindan ¢ozeltinin 517 nm’de
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absorbans Olcimii gerceklestirilmistir (Agilent Carry 60). DPPH c¢dzeltisinin baglangig
absorbans degeri 0,700 £ 0,020 olacak sekilde 0,06 mmol/L metanol kullanilarak ayarlanmistir.
Ancak caligmada kullanilan kazein hidrolizatlari, alkol igerisinde ¢oziniirliiklerini kaybedip
bulanikliga yol a¢mislardir. Bu sebeple dogru ve tekrarlanabilir 6l¢iim sonuglar1 elde
edilememistir. Bundan dolayi, DPPH analizi yerine suda ¢oziiniir ABTS katyon radikali

kullanilarak yapilan analizlerle antioksidan aktivite degerlendirilmistir (Re ve digerleri, 1999).

Orneklerin demir iyonlarini selatlama kapasiteleri de spektrofotometrik yontemle belirlenmistir
(Carter, 1971). 2 mL uygun oranda seyreltilmis 6rnek ¢ozeltisi 0,1 mL 1 mmol/L FeCl,.4H,O
¢ozeltisi ile karistirilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 0,1 mL 5 mmol/L ferrozin ilave
edilerek karigtirllmis ve 10 dakika daha inkiibasyona birakilmistir. Olusan renk

spektrofotometrik olarak 562 nm’de Olgiilmiis ve sonuglar EDTA cinsinden ifade edilmistir.

3.3.3. Antihipertansif Aktivite Potansiyelinin Belirlenmesi

Kazein hidrolizatlarinin  antihipertansif aktivitelerinin belirlenmesi icin, anjiyotensin
doniistiiriici  enzimi (angiotensin converting enzyme, ACE) inhibe etme o6zellikleri
incelenmistir. Bu amagla, Shalaby ve digerleri (2006)’de aciklanan yoOntem ile analizler
gerceklestirilmistir (Shalaby ve digerleri, 2006). ilk olarak, 40 pL 6rnek ¢ozeltisi Eppendorf
tiiplerine alinmig ve tizerine 0,01 M tuzlu fosfat tamponu (pH: 7,0, NaCl konsantrasyonu: 0.5
M) igerisinde hazirlanmis olan 40 pL 0,1 tinite/mL ACE ilave edilmistir. Karigim 15 dakika 37
°C’de inkiibe edilmis ve ardindan tuzlu fosfat tamponunda hazirlanmis 600 pL 0,75 mM
substrat ¢ozeltisi (FAPGG, N-[3-(2-Furyl) acryloyl]-Phe-Gly-Gly) ilave edilerek reaksiyon
baslatilmistir. Reaksiyon 30 dakika boyunca 37 °C’de sirdiiriildiikten sonra, ornekler
spektrofotometre kiivetlerine aktarilmis ve lizerlerine 320 pLL tampon ¢ozeltisi ilave edildikten

sonra, bekletilmeden 340 nm’de absorbans degerleri dl¢tilmiistiir.

Substrat 6rneginin Ol¢iilmesi: Bos eppendorf tiipline 6rnek ve enzim yerine methotta yazan
miktarlarda PBS eklenir ve sonraki siirecler aynen gerceklestirilir. Ornegin; inkiibasyon siiresi
30 dakika olarak belirlendiyse, asagidaki sekilde analizler gergeklestirilir. Berrak halde bulunan
ornekten 40 pL alinip, Eppendorf tiipiine eklenir. Orneklerde berraklik sorunu varsa veya
yapilan 6n denemelerde inkiibasyon sonrasi berraklik sorunu yasaniyorsa; 6rnekler once yiiksek
devirde santrifiij edilir, sonra berrak kisimdan drnek alinarak calisilir. Uzerine 40 uL 0.1 U/mL

ACE eklenip, 15 dakika 37 °C’de su banyosunda (Eppendorf tiipleri kapali ve dik duracak
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sekilde) bekletilir. Sonra Eppendorf tiiplerinin lizerine 740 pL, 0.75 mM FAPGG ilave edilir
ve 75 dakika 37 °C’de su banyosunda inkiibe edilir. Daha sonra 6rnekler eppendorf tiiplerinden,
mikro kiivetlere alinir ve lizerine 400 pL tampon ¢6zeltisinden (PBS) eklenerek, hacim 1000
uL’ye tamamlanir. Olusan renk spektrofotometrik olarak 340 nm’de 6l¢iiliir. Sonuglar kaptopril
ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemle beraber captopril esdegeri

cinsinden hesaplanir.

(Aérnek - AACE) X
(Asubstrat - AACE)

%inhibisyon = 100

3.3.4. Antidiyabetik Aktivite Potansiyelinin Belirlenmesi

Uretilen kazein hidrolizatlarinin antidiyabetik etkilerinin incelenmesinde iki farkli yontemden
yararlanilmistir. Bu kapsamda, 6rneklerin antidiyabetik aktiviteleri a-amilaz ve a-glukosidaz

enzimlerinin aktivitelerinin inhibe edilme diizeylerine gore belirlenmistir.

Calismada a-amilaz enziminin inhibisyonu asagida verilen yontemle gerceklestirilmistir (Kim
ve digerleri, 2004). Yontemde, a-amilaz enzimi igeren agiz benzeri bir ortam hazirlanmis ve bu
ortama substrat olarak nisasta ilave edilerek nisasta parcalanma {iriinlerinin miktari
belirlenmeye calisilmistir (Cam ve Igyer, 2015). Nisasta parcalanma {iriinleri kapsaminda
belirlenen ise indirgen sekerlerdir. Bunun icin indirgen sekerlerin Olc¢lilmesinde yaygin
kullanilan bir yontem olan 3,5-Dinitrosalicylic asit (DNS) kolorimetrik yontemi kullanilir.
Yontem, alkali kosullar ve 1s1 uygulamasi ile sekerlerin fonksiyonel gruplarinin (serbest halde
bulunan karbonil gruplarinin) oksidasyonu ve DNS’in indirgenerek 3-amino-5-nitrosalicylic
aside doniisiimiine dayanir. Reaksiyon sonucu olusan 3-amino-5-nitrosalicylic asit 540 nm’de
15181 absorbe eder ve absorpsiyonun belirlenmesi ile ortamda olusan indirgen seker miktari
arasinda iliski kurulur. Islem sirasinda ortama sodyum potasyum tartrat ilavesi, ortamdaki iyon
konsantrasyonun artmasini ve ¢0ziinmiis oksijen miktarinin azalmasini saglar; bu sekilde,
islemin etkinligi artar (Miller, 1959). Ozetle, o-amilaz etkinligi ile nisasta par¢alanir, indirgen
sekerler agiga cikar ve indirgen sekerlerle DNS arasindaki reaksiyon sonucu 540 nm’de
absorpsiyon veren bilesikler olusur. Bu bilesiklerin olusumu azalirsa, enzim aktivitesinin inhibe
edildigi sonucuna varilir. Bu kapsamda, 10 unite/mL’lik a-amilaz enziminden 100 pL bir

Eppendorf tiipline alinmis ve tizerine 100 pL. 6rnek ilave edilmistir. Bu karisim 5 dakika 37
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°C’de 6n inkiibasyona birakilmistir. Karisimin tlizerine 250 pL %1 lik nisasta ¢ozeltisinden
ilave edilmis ve enzimatik reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 5 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Sonrasinda, karisimin iizerine 200 uL. DNS ¢o6zeltisi ilave edilmis ve karigim 95 °C’de 10
dakika bekletilip, ardindan karigima 1 mL saf su ilave edilip oda sicaklifina hizla gelmesi
saglanmistir. Oda sicakligina gelen ¢ozeltide olusan renk, spektrofotometrik olarak 540 nm’de

Olciilmiistiir.

Calisma kapsamindaki diger antidiyabetik aktivite analizinde ise Orneklerin a-glukosidaz
enzimini inhibe etme yetenegi Kim ve digerleri (2004)’de belirtilen yontemle olctilmiistiir.
Yontem, o-glukosidaz  enziminin  4-nitrophenyl  o-D-glucopyranoside  bilesiginin
parg¢alanmasini saglamasi ve bu parcalanma reaksiyonu sonucu olusan p-nitrophenol bilesiginin
spektrofotometrik olarak dlclilmesine dayanmaktadir. Olusan p-nitrophenol bilesigi 400 nm’de
absorbans vermektedir ve bu bilesigin konsantrasyonu ile enzim aktivitesi arasinda iligki
tanimlanmaktadir. Bu bilesigin olusumu azalirsa, enzim aktivitesinin inhibe edildigi sonucuna
varilir. Bu amagcla, tuzsuz fosfat tamponunda hazirlanmis olan a-glukosidaz enziminden (0,1
tinite/mL) 100 pL bir Eppendorf tiipline alinmis ve {izerine 100 pL 6rnek ilave edilmistir. Bu
karisim 10 dakika 37 °C’de 6n inkiibasyona birakilmistir. Karigimin iizerine 100 pL 10 mM’lik
substrat ¢ozeltisinden (pNPG, 4-nitrofenil o-D-galaktopiranosit) ilave edilmis, enzimatik
reaksiyonun gerceklesmesi icin 60 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda, karisimin
tizerine 1 mL 0,1 M NaxCOs ¢ozeltisi ilave edilmis ve enzimatik reaksiyon durdurulmustur.

Cozeltide olusan renk spektrofotometrik olarak 400 nm’de 6l¢iilmiistiir.

3.3.5. Lipaz Inhibisyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipaz inhibisyon denemesi (McDougall ve digerleri, 2009; Tan ve digerleri, 2017; Yang ve
digerleri, 2002) tarafindan sunulan metotda baz1 modifikasyonlar yapilarak spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. p-Nitrophenol palmitate (pNPP) substrat olarak kullanilmistir. Kisaca,
1800 puL 0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,6, sodyum kolat (1,15 mg/mL) ve arabik gum
(0,55 mg/mL) igeren) 100 uL lipaz enzimi (5 mg/mL, suda) (Tip 2, 100-400 units/mg, L3126,
Sigma) ile karistirilmistir. Daha sonra 100 pL 6rnek reaksiyon ortamina eklenmistir. 200 pL
dimetilstilfoksitte hazirlanan pNPP (%0,03liik) eklendikten sonra 37 °C’de 30 dakika boyunca
reaksiyon tiipleri inkiibe edilmistir. Kontrol 6rnegi i¢in 6rnek yerine ayni miktarda (100 pL) saf
su eklenmis, kor 6rnegi icin ise enzim yerine saf su kullanilmistir. Inkiibasyonun ardindan 410

nm’de spektrofotometrede okuma yapilmistir.
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3.3.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Analizlerde kullanilan kazein hidrolizat 6rnekleri dnce liyofilize edilmis, sonrasinda liyofilize
orneklere steril destile su eklenerek belirlenen/belirtilen konsantrasyonlarda c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Mikrofiltreden (0,22 pm ¢ap) gegirilen 6rneklerin antimikrobiyal 6zelliklerinin
belirlenmesinde kuyucuk difiizyon yonteminden yararlanilmistir (Rizzello ve digerleri, 2005).
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kazein hidrolizatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla, iki mikrobiyal sus, E. coli ATCC25922 (Gram -) ve S. aureus
ATCC29213 (Gram +) hedef alinmistir. Mikroorganizmalar sivi Luria Broth ya da M17 broth
besiyeri icerisinde ¢alkalamali inkiibator ve 36 °C ortam sicakliginda gece boyunca (16-18 saat)
gelistirilmistir. Elde edilen sivi bakteri kiiltiirlerinin hiicre yogunlugu standart ayarli bir
densitometre yardimiyla 0,5 McFarland degerine (10° koloni olusturan birim, KOB/mL)
ayarlanmistir. Uygun hacimdeki (100 pL) bakteri silispansiiyonu petri plaklarinda agar
eklenerek elde edilen kati biliylime ortami yiizeyine yaydirilmigtir. Daha sonra plaklarinda
yaklagik 0,6 cm ¢apinda kuyucuklar agilmis ve esit hacimde (50 uL) peynir ¢ozeltisi 6rnekleri
kuyucuklara yerlestirilmistir. Bakteri plaklar1 24 saat 36 °C’de inkiibe edilerek kuyucuklar
etrafinda olusan inhibisyon alanlarinin yarigaplar: dlgiilmiistiir. Olciimlerde genel etkili
antibiyotikler olan Chloramphenicol (50 pg) ve Cefotaxime (50 pg) bakteri biiylimesini

engelleyen pozitif kontroller olarak kullanilmistir.

3.3.7. Duyusal Analiz

Tez ¢aligmasinda optimum kosullarda iiretilen, yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati
eklenen ayranlarin duyusal analizleri gergeklestirilmistir. Bu amagla, 3 farkli hidrolizat
konsantrasyonunda (%1, %35 ve %10) iiretilen ayranlar depolanmis ve depolamanin 3 farkl
siiresinde (1., 7. ve 14. giin) analiz edilmistir. Bu ¢alisma, Adana Alparslan Tiirkes Bilim ve
Teknoloji  Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii’nde, segilen 10 panelist ile
gerceklestirilmistir. Panelistlere, tez ¢alismasi kapsaminda kazein hidrolizat1 {liretim siireci
aciklanmis ve ayranin duyusal 6zellikleri konusunda egitim verilmistir. Kontrol 6rnegi olarak,
kazein hidrolizati icermeyen ayran Ornegi panelistlere sunulmustur. Duyusal analizde,
panelistlerden drneklerin kivam, parg¢acikli/pihtili yapisi, rengi, ayrana yabanci lezzet ve genel
begeni gibi kriterlere gore degerlendirme yapmalar1 istenmistir. Duyusal analizler, glinde iki
oturumda yapilmis, sabah oturumlar1 10.00-10.30, 6gle oturumlar ise 14.00-14.30 saatleri

arasinda gerceklestirilmistir. Sonug degerlendirme skalas1 Sekil Ek 1’de verilmistir.
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3.4. Deneysel Tasarim, Istatistiksel Analiz ve Optimizasyon

Tezin ikinci agamasinda asit kazeinden, yliksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati tiretimi
siirecinde, oncelikle kullanilan endopeptidaz tipi, inkiibasyon siiresi ve ultrases on islemi
uygulamasinin etkisi incelenmistir. Bu asamada 3 farkl1 ticari endopeptidaz (Neutrase® 0.8 L,
Alcalase® 2.4 L ve rTrypsin® 800 USP/mg), 4 farkl1 inkiibasyon siiresi (2, 4, 8 ve 12 saat) ile
ultrases 6n islem uygulamasinin varligi veya yoklugu calisilmis, toplam 24 hidrolizat iiretilmis
ve bu hidrolizatlar igerisinde en yiiksek biyoaktif 6zelliklere sahip olani, bir ¢esit karar verme
teknigi olan “Technique for Order Preference by Similarity to Ideal Solution (TOPSIS)”

yontemi ile belirlenmistir.

Sonrasinda (tezin {liglincli asamasinda), en yiiksek biyoaktivite 6zelliklerinin belirlendigi
Neutrase enzimi ile birlikte hidrolizatlarin biyoaktif 6zelliklerini gelistirmek tizere 2 farkli ticari
ekzopeptidazin (Flavourzyme® ve Protana™ Prime) tek tek veya kombinasyon halinde
uygulanmas1 incelenmistir. Bu hidrolizatlar icerisinde en yiiksek biyoaktif 6zelliklere sahip

olan1 TOPSIS yo6ntemi ile belirlenmistir.

Yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati eldesindeki son asamada (tezin dordiincii
asamasi) ise islem kosullarinin optimizasyonu 3 faktorlii merkezi karma donel tasarim (central
composite rotatable design, CCRD) deneme planina gore yanit yiizey yOntemi (response
surface methodology, RSM) ile gerceklestirilmistir. Optimizasyonda inkiibasyon siiresi (10-20
saat araliginda), ekzopeptidaz konsantrasyonu (%0-%1,0 araliginda) ve ultrases 6n islem siiresi
(0-30 dakika araliginda) faktorleriyle ¢alisilmis ve yiiksek biyoaktivite hedefi ile optimum
nokta istenilirlik fonksiyonu yontemi ile belirlenmistir. Buna gore; %0,5 ekzopeptidaz
konsantrasyonu, 30 dakikalik ultrases on islemi ve 20 saatlik inkiibasyonla en yliksek
biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizat1 elde edilebilmistir. Bu asamadaki ¢alismalar
kapsaminda, optimizasyon asamasinda elde edilen sonuclarin degerlendirmesini desteklemek
ve faktdrlerin modellenebilen veya modellenemeyen yanitlar tizerindeki etkilerini yorumlamak
ve CCRD deneme plani ile elde edilen sonuglar1 desteklemek iizere, ek iiretim ve analizler
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda, kazein hidrolizat1 iretimindeki islem kosullarinin
hidrolizatlarin biyoaktivitelerine etkilerinin saptanmasi i¢in 7 farkli islem kosulunda, 3
tekerriirlii olacak sekilde iiretimler yapilmistir. Bu deneme planlanmasinda belirlenen islem
kosullar1, optimizasyon calismasindaki sinir kosullart ile aynidir ve CCRD dogrultusunda
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yapilan Tlretimlere ek olarak 12 farkli iretim daha gergeklestirilerek, deneme plani
tamamlanmis ve islem kosullarinin etkileri incelenebilmistir. Daha sonrasinda ise hesaplanan
optimum noktanin deneysel olarak dogrulamasinin yapilmasi amaciyla, belirlenen optimum
kosullarda ek iiretimler yapilmis ve iiretilen hidrolizatlar analiz edilmistir. Optimizasyonda
tahminlenen analiz sonuglar1 ile deneysel sonuglar karsilastirilarak degerlendirilmis,

karsilastirmada tek grup T-testi’nden yararlanilmistir.

3.4.1. Cok Kriterli Karar Analizi (TOPSIS)

Tez ¢alismasinin ikinci agsamasi olan yliksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati eldesinde
uygun endopeptidaz tipinin, inkiibasyon siiresinin ultrases 6n igleminin varliginin/yoklugunun
belirlenmesinde ve iiglincli asamast olan uygun ekzopeptidaz tipi ile kombinasyonunun
belirlenmesinde, cok sayida drnegin ¢ok sayida ozelliginin eszamanli degerlendirilerek en
uygun olaninin belirlenmesi gerekmistir. Tezin ikinci asamasinda 24 hidrolizat iiretilmis ve bu
asamada tretilen Orneklerin antihipertansif aktivite (ACE inhibisyon), antioksidan aktivite
(serbest radikal baglama, ABTS), antidiyabetik aktivite (a-amilaz inhibisyon) ve lipaz
inhibisyon aktivitesi 6zellikleri maksimum olan 6rnek belirlenmeye calisiimistir. Bu amacla,
biyoaktif peptit ¢calismalar1 a¢isindan 6zel 6nem tasiyan antihipertansif aktivite %40 agirlikla
degerlendirilirken, diger 3 biyoaktif 6zellik %20’ser agirlikla analize alinmistir. Sonrasinda
(tezin ticlincli asamasinda), ise iiretilen hidrolizat 6rneklerinin antihipertansif, antioksidan ve
lipaz inhibisyon aktiviteleri degerlendirilerek en yliksek biyoaktiviteye sahip hidrolizat
orneginin belirlenmesi amaglanmistir. Biyoaktivite 6zellikleri agisindan antihipertansif aktivite

%40 agirlikta, diger ti¢ biyoaktif 6zellikler ise %20 agirlikta degerlendirilmistir.

Bu tip durumlarda, yani cok kriterli karar verme durumlarinda kullanilan istatistiksel
yontemlerden birisi “Technique for Order Preference by Similarity to Ideal Solution (TOPSIS)”
yontemidir. Bu yontem 1981 yilinda Hwang ve Yoon tarafindan gelistirilmistir (Hwang ve
digerleri, 1981). Bu yontemin avantaji kompleks algoritmalar ve karmasik matematiksel
modeller icermemesi ve uygulanmasindaki kolayliklardir. Yontemin 6ziinde, en ideal (pozitif
ideal) ve idealden en uzak degerlerin (negatif ideal) deneysel verilerden elde edilmis sonuglar
matrisinden hareketle tanimlanmasi ve analiz edilen Orneklerin bu pozitif ve negatif ideal
noktalarina olan geometrik uzakliklarinin oranlarinin degerlendirilmesi bulunmaktadir

(Himmetagaoglu ve digerleri, 2018).
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TOPSIS ile analiz edilen 6rneklerden elde edilen verilerin, pozitif ve negatif ideal noktalara
olan uzakliklarindan, bu noktalara benzerlikleri hesaplanmaktadir ve hesaplanan deger C degeri
veya “goreli yakinlik” degeri olarak adlandirilmaktadir. Goreli yakinlik degeri O ile 1 arasinda
bir degerdir ve 1’e yakin olmasi tercih edilmektedir. Tez ¢alismasi kapsaminda iiretilmis her
bir 6rnek i¢in bir goreli yakinlik degeri elde edilmis ve bu degerler degerlendirilerek, en uygun

ornege karar verilmistir.

3.4.2. Yamt Yiizey Yontemi ve Optimizasyon

Tez caligmasinda, yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizat1 eldesinde, inkiibasyon siiresi,
ekzopeptidaz konsantrasyonu ve ultrases On islem uygulamasimin RSM ile optimizasyonu

yapilmistir.

Secilen 3 faktdrii CCRD deneme planinda; 2° faktdriyel tasarima, 6 adet merkez noktas1 ve 6
adet eksenel nokta (A=1,682) eklenmis ve toplam 20 deneme noktasi belirlenmistir. Bu asamada
ikili faktor etkilesimi yapilmis ve en iyi sonuclarin kuadratik yontem ile belirlendigi
gozlemlenmistir. Optimizasyon calismasinda kullanilan faktorlerin seviyeleri Tablo 3.1°de
verilmistir. Ek olarak optimizasyon c¢alismasinda kullanilan faktorlerin seviyeleri kullanilarak

olusturulan deneme deseni Tablo 3.2°de verilmistir.

Optimizasyon amaciyla lretilen 20 6rnegin analizleri gercgeklestirilmistir. Bu dogrultuda
tiretilen 6rneklerin toplam peptit miktari ile 6 farkli biyoaktif 6zellik (serbest radikal siiplirme
kapasitesi, metal baglama kapasitesi, ACE inhibisyonu, a-amilaz inhibisyonu, a-glukosidaz
inhibisyonu ve lipaz inhibisyonu) analiz edilmistir. Uygulanan deneme deseni dogrultusunda
belirlenen yanitlar, coklu regresyon analiziyle degerlendirilmis ve her bir yanit i¢in islem
degiskenlerine bagl ikinci dereceden denklemler olusturulmustur. Olusturulan modellerin
deneysel verilerle uyumu i¢in varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Bu analiz ile her bir
faktoriin - yanitlar tlizerindeki dogrusal, ikinci dereceden ve interaksiyon etkilerinin
onemi %95’lik giiven aralifinda F-testi (Fischer testi) uygulanarak belirlenmis, istatistiksel
olarak 6nemli olmayan etkiler modelin disinda birakilmistir. Elde edilen modelin deneysel
verilerle uyumluluguna, “lack of fit”, model regresyon katsayis1 (R?), diizeltilmis regresyon
katsayis1 (Adj-R?), tahminlenmis hata kareler toplami (PRESS), tahminlenmis ¢oklu regresyon
katsayis1 (Pre-R%), degisim katsayisi (C.V.) ve yeterli kesinlik (4deq.Precision) degetlerine

bakilarak karar verilmistir (lack of fit > 0.1; R*> 0,9; (Adj-R’ - Pre-R’) < 0,2; max.PRESS; C.V.
34



< 15; Pre-R?> 0.7; Adeq.Precision > 4) (Erbay ve Icier, 2009; Myers ve digerleri, 2016). Model
uyumlulugu saglandiktan sonra, tanilayici grafikler ve durum istatistiklerinin hesaplanmasini
iceren kalintt analizleri yapilarak, ANOVA’da kullanilan kabullerin dogrulamasi

gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1. Kazein hidrolizat: {iretiminin optimizasyonu asamasinda kullanilan degiskenler ve

seviyeleri.
Kodlanmis Seviyeler
Bagimsiz Degisken (Faktor) Birim
-1.682 -1 0 +1 +1.682
x1, Inkiibasyon Siiresi saat 10 12 15 18 20
x2, Ekzopeptidaz Konsantrasyonu % 0 0,2 0,5 0,8 1,0
x3, Ultrases 0n islem siiresi dakika O 6 15 24 30

Yapilan modelleme ve istatistiksel degerlendirmeler dogrultusunda, analiz edilen 6 biyoaktif
Ozellikten birisi uygun model vermediginden (lipaz inhibisyon aktivitesi), birisi ise (o-
glukosidaz inhibisyonu) uygun model vermis olsa bile incelenen degerler birbirine ¢cok yakin
oldugundan ve bu kiiciik degerlerdeki farklilasmanin pratikte anlamli sonuglar vermeyecegi
diisiiniildiiglinden optimizasyonda yanit olarak degerlendirilmemistir. Kalan 4 biyoaktif 6zellik
(serbest radikal siipiirme kapasitesi, metal baglama kapasitesi, ACE inhibisyonu ve a-amilaz
inhibisyonu) optimizasyonda yanit olarak kullanilmistir. Optimizasyonda tiim yanitlarin
maksimize edilmesine ¢alisilmistir. Optimizasyonda, modellenen yanitlarla ilgili belirlenen bu
hedefler dogrultusunda, her bir yanit i¢in belirlenen modellerin es zamanli ¢6ziimiine dayanan
“istenilirlik (desirability) fonksiyonu” yontemi kullanilmistir. Yanit olarak degerlendirilen 4
biyoaktif 0Ozellikten antihipertansif potansiyel (ACE inhibisyonu aktivitesi) peptitlerde
hedeflenen en 6nemli 6zellik oldugundan, bu 6zelligin optimizasyondaki agirlik katsayis1 daha
yiiksek tutulmustur. ACE inhibisyon aktivitesinin optimizasyondaki agirlik katsayist 5 birim
olarak alinirken, diger tiim aktivite 6zelliklerin agirlik katsayisi 3 birim diizeyinde bir agirlikla
optimizasyonda kullanilmistir. Yanit yilizeylerin olusturulmasi, istatistiksel degerlendirme ve

optimizasyonda Design Expert (Stat-Ease, 2005) programi kullanilmistir.
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan kazein hidrolizat1 liretiminin optimizasyonu i¢in kullanilan

deneme tasarimi

Uretim Inkiibasyon Ekzopeptidaz US

No Siiresi (saat) Konsantrasyonu (% ) Siiresi (dakika)

1 15 (0) 0,5 (0) 15 (0)

2 12 (-1) 0,8 (+1) 6 (-1)

3 10 (-1,68) 0,5 (0) 15 (0)

4 15 (0) 0,5 (0) 15 (0)

5 15 (0) 0,5 (0) 15 (0)

6 15 (0) 0 (-1,68) 15 (0)

7 18 (+1) 0,8 (+1) 24 (+1)

8 15 (0) 0,5 (0) 30 (+1,68)

9 15 (0) 0,5 (0) 15 (0)

10 12 (-1) 0,8 (+1) 24 (+1)

11 12 (-1) 0,2 (-1) 24 (+1)

12 15 (0) 0,5 (0) 0 (-1,68)

13 15 (0) 1,0 (+1,68) 15 (0)

14 12 (-1) 0,2 (-1) 6 (-1)

15 15 (0) 0,5 (0) 15 (0)

16 20 (+1,68) 0,5 (0) 15 (0)

17 18 (+1) 0,2 (-1) 6 (-1)

18 18 (+1) 0,8 (+1) 6 (-1)

19 15 (0) 0,5 (0) 15 (0)

20 18 (+1) 0,2 (-1) 24 (+1)
3.43. Ornekler Arasindaki Farklarin istatistiksel Olarak Belirlenmesi

Calismada analiz edilen orneklerin istatistiksel olarak benzerliklerinin ve farkliliklarinin

belirlenmesinde tek yonlii ANOVA analizinden yararlanilmistir. Orneklerin sonuglarindan

hareketle aralarindaki farkliliklar Duncan testine gore degerlendirilmistir. Bu kapsamdaki

istatistiksel analizler icin SPSS istatistik programi (Versiyon:22, SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)

kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Hammadde olarak yagsiz ¢ig inek siitiinden {iretilen asit kazein ¢6zeltisinin, homojen ve kararl
bir dispersiyona doniistiiriilmesi sonras1 ultrases 6n islemli veya 6n islemsiz olarak Alcalase®,
rTrypsin® ve Neutrase® enzimlerini kullanilarak, 12 saate kadar inkiibasyonu ile hidroliz islemi
saglanmistir. Kazein hidrolizatlariin inkiibasyonun 2., 4., 8. ve 12. saatlerinde 6rnek alinmis
ve Orneklerin analizleri gergeklestirilmistir. Hidrolizat iiretiminin bu agamasinda, 6rneklerin
antihipertansif aktivite, ABTS katyon radikal baglama kapasitesi, metal baglama kapasitesi, o-
amilaz inhibisyon aktivitesi, a-glukosidaz inhibisyon aktivitesi, lipaz inhibisyon aktivitesi ve
antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Analiz sonuglar1 toplu olarak Tablo 4. 1 ve Tablo 4.
2’de paylasilmis, ilgili biyoaktif Ozellige dair agilan alt baslik altinda sonuglar

degerlendirilmistir.

4.1. Kazein Hidrolizat1 Uretiminde Yiiksek Biyoaktivite Saglayan Endopeptidaza Karar

Verilmesi

Bu asamada en yliksek biyoaktivite saglayan endopeptidazin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda oncelikle ¢alisilacak islem kosullart 6n denemelerle belirlenmistir. Daha sonra, bu
on denemelerle belirlenen islem kosullarinda kazein hidrolizat {iretimleri ve analizleri
gerceklestirilmistir. Kazein hidrolizatlarinin bu asamadaki biyoaktivite analizleri kapsaminda
antihipertansif aktivite ile ABTS radikal baglama kapasitesi, metal baglama kapasitesi,
antidiyabetik aktivite analizleri (a-amilaz ve a-glukosidaz inhibisyon aktivitesi), lipaz
inhibisyon aktivitesi ve antimikrobiyal aktivitesi 6zellikleri analiz edilmistir. Yapilan analizler
sonrasinda ise analiz sonuclarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ile en uygun

endopeptidaza karar verilmistir.

4.1.1. Inkiibasyon Kosullarinin Belirlenmesi

Kazein hidrolizat iiretiminde islem kosullarinin belirlenmesi i¢in 6n deneme {iiretimleri
gerceklestirilmistir. Bu amacla, oncelikle her bir enzim i¢in uygun inkiibasyon sicakligina,

sonra inkiibasyon siiresine ve son olarak da enzim konsantrasyonuna karar verilmistir.

Oncelikle her bir enzim icin inkiibasyon sicakligina karar verilmek iizere farkli sicakliklarda

hidroliz islemleri gerceklestirilmistir. Bu denemelerde, her bir enzimden kazein bazinda %0,05
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oraninda karisima ilave edilmis, 250 rpm karigtirma hizinda calkalamali inkiibatorde (IKA
KS3000 IC Control, Staufen, Almanya) 40-60 °C araliginda 96 saat boyunca inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresince hidrolizattan &rnek almarak, drneklerdeki toplam
peptit miktar1 belirlenmis (yontem Boliim 3.3’de agiklanmaistir) ve bu sekilde hidroliz diizeyine
dair fikir elde edilmistir. Neutrase® enzimi ile 40 ve 45 °C’de, Alcalase® enzimi ile 45-65 °C’de
ve rTrypsin® enzimi ile de 40-45 °C’de inkiibasyonlar gergeklestirilmistir. Enzimlerin ¢alisma
diizeyleri acisindan bu sicakliklar arasinda onemli farkliliklar saptanamadigindan tiim

enzimlerle 45 °C’de ¢alisilmasina karar verilmistir.

Bu siiregte, orneklerde mikrobiyal bozulma goézlemlenmistir. Ayni1 zamanda inkiibasyon
siiresinin kisaltilmast caligmalarin  kolaylagsmasi1 agisindan da uygun bulunmustur. Bu
dogrultuda, inkiibasyon siiresinin 24 saati ge¢meyecek sekilde ayarlanmasina, bu siirede
hidroliz diizeyinin maksimum seviyelere ulastirilmasina karar verilmistir. Bu amagla,
kullanilan enzim miktarinin arttirilmasi ile inkiibasyon siiresinin kisaltilmasi amaciyla farkli
konsantrasyonlarda enzim ilavesi ile iiretimler gerceklestirilmis ve 6rneklerin hidroliz diizeyleri
analiz edilmistir. Uretimlerde kullanilan enzim miktar1 kazein bazinda %0,05 ile baslatilmis ve
kademeli olarak arttirilmistir. On deneme iiretimleri ve analizleri sonucunda, 45 °C’de, 200 rpm
karistirma hizi kosullarinda, Neutrase®, Alcalase® ve rTrypsin® enzimleri igin uygun
konsantrasyonlarin sirasiyla %1,25, %1,25 ve %2,50 olduguna karar verilmistir. Bu
konsantrasyonlarda, 12 saatlik inkiibasyon sonrasi proteoliz diizeyinin artiginin 6nemli dlciide
yavagladigi gézlemlenmistir. Bu nedenle, inkiibasyon siiresinin 12 saatle sinirlandirilmasina

karar verilmistir.

Bu asamada, US 6n islemi uygulamasi i¢in 6n denemelere baslanmistir. Ultrases islemi ile
protein yapisinda c¢esitli modifikasyonlarin gerceklesmesi ve bu sekilde hem proteinlerin
enzimatik reaksiyonlara daha acik hale gelmesi, hem de hidroliz sonucu olusan peptit profilinde
degisikliklerin gerceklesmesi beklenmektedir. Ancak ayni zamanda ultrases islemi ile 6rnekte
sicakligin da yiikselecegi Ongoriildiigiinden, sicaklik kaynakli bir etkinin olugsmamasi
istenmistir. Bu dogrultuda, maksimum giicte ultrases uygulamasinin gergeklestirilmesi ve islem
sirasinda ¢ozelti sicakligimmin 45 °C’yi gegmemesi hedeflenmistir. Calismalarda ultrases
homojenizator cihazi (Bandelin, Sonopuls 4200, Berlin, Almanya), TS 103 probu ile beraber

kullanilmistir. Bu sekilde, 20 kHz sabit frekansta, maksimum oran olan %65 genlik oraninda
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stirekli ultrases uygulamasi denenmistir. Yapilan 6n denemelerde, 50 mL’lik falkon tiiplerine
alman 15 mL’lik kazein c¢ozeltilerinin, kirik buz igeren borosilikat camlarin igerisine
yerlestirilmesi durumunda, sicaklik artisinin 10 dakikalik siirekli ultrases islemi siiresince
kontrol altinda tutulabildigi goriilmiistiir. On denemeler kapsaminda oncelikle 5 dakikalik
ultrases 0n islemi, daha sonra ise 10 dakikalik ultrases 6n islemi uygulamalar1 denenmis ve 6n
islem sonrasi yapilan hidroliz islemi sonrasinda elde edilen hidrolizatlarin toplam peptit
miktarlar1 analiz edilmistir. On denemeler sonucunda ultrases islemi ile hidroliz diizeyi
tizerinde dramatik degisimlerin saptanmadig1 goriilmiis ve islem etkisini maksimize etmek i¢in
uzun ultrases 6n isleminin (10 dakika maksimum genlik kosullarinda) yapilmasina karar

verilmigtir.

4.1.2. Endopeptidaz Tiiriiniin ve Islem Kosullarinin Hidrolizat Biyoaktivitesi Uzerine

Etkisinin Incelenmesi

On deneme fiiretimleri ve analizleri sonucunda, tez kapsaminda yapilacak kazein hidrolizat

tiretimlerindeki prosediirii ve deneme plani su sekilde kesinlestirilmistir:

Bu deneme planindan hareketle, 3 farkli enzimle, 4 farkli inkiibasyon siiresinde, ultrases 6n
isleminin varliginda ve yoklugunda kazein hidrolizat tiretimleri (toplam 24 farkli hidrolizat)
gerceklestirilmistir. Uretimler 2 tekrarli yapilmistir. Calismanim bu asamasinda iiretilmis olan
hidrolizatlarin sadece antihipertansif ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ile en uygun
endopeptidaza karar verilmesi 6ngoriilmiistiir. Ancak, tez ¢alismasinda bu analizlere ek olarak
tiretilen Orneklerin antidiyabetik (a-amilaz ve o-glukosidaz inhibisyonu), antiobezite (lipaz

inhibisyonu) ve antimikrobiyal aktivite potansiyelleri de incelenmistir.

4.1.2.1.  Hidrolizat Orneklerinin Toplam Peptit Miktarlarinin Belirlenmesi

Farkli enzimler kullanilarak elde edilen hidrolizat Orneklerinin toplam peptit miktarlart
belirlenmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir. Toplam peptit miktar
analizi, 6rneklerin hidroliz diizeyleriyle ilgili fikir edinmek amaciyla yapilmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde, 6rneklerin toplam peptit miktarlarinin 112,5-295,8 mg tripton/g 6rnek
arasinda degistigi gozlemlenmistir. Ornekler arasindan en diisiik miktardaki degerlerin,
inkiibasyonun baslangicindaki degerlerde oldugu saptanmistir. Bu durum enzimlerin hidroliz

islemini etkin bir sekilde gerceklestirdigini gostermektedir. Sonug¢ olarak, tiim enzimlerin
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kullanildig1 Orneklerin inkiibasyon siirelerinin artmasiyla toplam peptit miktarlarinin

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 gdzlemlenmistir (p<0,05).

Sekil 4.1.

TPM (mg Tripton/g 6rnek)

300

250

200

150

100 |

50

—o—NEUTRASE —m— rTRYPSIN —— ALCALASE
==0==NEUTRASE + US == rTRYPSIN + US === ALCALASE + US
T T 1
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inkiibasyon Siiresi (h)

Farklt enzimler ve ultrases Onislem uygulamasi ile iiretilmis olan kazein
hidrolizatlarinin toplam peptit miktarlarinin inkiibasyon siiresi ile degisimi

Sekilde verilen Y eksen degerleri mg Tripton/g 6rnek sonuglarini temsil ederken, X ekseni (h)

inkiibasyon siiresi olarak saati temsil etmektedir.

40



Tablo 4.1. Farkli enzimlerle ve inkiibasyon siirelerinde iiretilen kazein hidrolizatlarinin toplam

peptit miktarlar1 ve antihipertansif ve antioksidan aktivite sonuglari

Siire Toplam PeptitMiktar: Antihipertansif ABTS Metal baglama
(Saat) (mg Tripton / g 6rnek) Aktivite (umol Troloks / mL  (%)?
(%)! ornek)
Alcalase® 0 127,2 +3 4B 5,50 +£0,28%A 391,1 + 18,634 31,75 +0,21»C
2 203,8 £6,5*C 48,95 +0,77%B 542,1 £22,8bB 30,35+ 0,2120AB
4 2295 £5,1¢C 58,95 +£0,07¢C 603,9 £22,3¢B 31,35 +£0,634
8 275,4 £ 5,14 64,00 + 0,284 657,8 + 10,548 29,00 +1,1334
12 295,8 £5,7¢P 68,95 +1,90%C 696,0 + 22, 95CD 36,40 +1,83%BC
Neutrase® 124,0 £ 5,228 5,50 +0,28%A 415,1 £20,7>B 29,15 +£0,07>B
2 187,4 = 13,4>B 67,45 £ 3,04%P 561,3 + 14,0>B¢ 29,75 +0,634
4 222,5+9,09¢ 78,25 +£0,91¢F 624,9 + 7,958 32,50 £1,27%4
8 243,5 +7,79P 83,60 = 1,274F 646,1 £ 12,298 29,05 £0,07>A
12 2653 +7,3%C 84,15 +1,48%F 658,4 £20,6%8 31,40 +0,28bA
rTrypsin® 0 129,8 +5,2&B 5,50 +0,28%4A 492,8 £7,18P 27,85+ 0,074
2 149,4 £10,1%A 36,55+ 1,76%A 489,8 + 8,64 31,00 £ 0,28>AB
4 160,5 + 5,44 38,5 +1,69%4 544,1 £24,1%A 33,10 +0,42°4
8 1843+ 11,098 49,15 +£1,76%A 550,9 £ 14,34 3325 + 0,35%B
12 190,3 £ 5,844 53,55 + 5,444 564,4 £ 20,44 37,45 +£0,774€
Alcalase® + 0 128,0 9,028 3,05+ 1,62%4A 403,4 + 12,524 36,25 £ 0,354F
[SN] 2 221,5 £7,0°P 53,20 + 0,845C 554,4 +28,1>BC 33,65 +£0,77C
4 250,2 +7,3%P 57,55 £0,21¢C 627,5 +26,6B 31,75 £0,21%A
8 268,8 + 4,74 65,20 +1,134€ 675,7+ 12,04€ 29,10 +1,27%A
12 290,9 + 8,5¢P 64,90 = 0,149B¢ 715,9 +23,9¢P 34,55 +£0,07°4B
Neutrase® + 0 112,5 £5,6%4 3,05 £ 1,6234 447,6 +9,8+C 33,20 +0,70>P
Us 2 194,9 + 5,4B¢ 65,95 +0,77>P 571,8+13,15€ 31,65 £0,91%B
4 211,0£2,7°B 75,95 £0,77°P 628,5 +15,2¢B 31,55 +£0,77>A
8 233,1 £ 8,54C 79,10 +0,144D 655,6 = 13,248 28,75 +0,35%A
12 258,0 +£2,3¢8 77,60 +0,56°P 686,8 +7,65C 31,40 +£1,13%4
rTrypsin® + 0 127,8 £4,7%8 3,05+ 1,62%A 501,8 = 14,0%P 35,80 £ 0,149F
Us 2 152,7 £6,5>4 37,20 £0,28b4 507,9 £ 6,134 34,35 +0,49°C
4 163,2 £ 5,654 42,70 +0,14°B 558,4 £20,2b4 32,40 +0,56>A
8 172,3 £3,844 54,45 +0,494B 562,0 £ 11,9%A 30,60 + 0,704
12 197,2 £3,3%A 59,05 +1,20%AB 572,5 £ 13,4%A 36,60 + 0,424BC

A€ Aym harfler, ayni inkiibasyon siiresindeki farkli enzimlerle iiretilmis kazein hidrolizatlarinin biyoaktivite zellikleri

arasindaki farkin 6nemli olmadigin1 gésterir (p>0,05).

*d Ayni harfler, ayni enzim ile iiretilmis olan kazein hidrolizatlarinin inkiibasyon siiresince biyoaktivite 6zellikleri arasindaki
farkin 6nemli olmadigini gosterir (p>0,05).

US: Ultrases 6n isleminin kazein hidrolizat iretiminde kullanimini temsil etmektedir.
! Analiz sonucu 8,550 mg protein/mL i¢in verilmistir.
2 Analiz sonucu 0,043 mg protein/mL igin verilmistir.
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Kazein hidrolizat orneklerinde kullanilan enzimler igerisinde hidroliz diizeyi en yiiksek
hidrolizatin 12.saat inkiibasyon siiresinde Alcalase® enzimiyle saglanmistir. Alcalase® enzimi
kullanildiginda, ultrases 6n islemi uygulanmaksizin, 12.inkiibasyon saatinde en yiiksek toplam
peptit miktarlar1 elde edilmistir (290,9-295,8 mg tripton/g Ornek). Hidroliz diizeylerinin

® enzimi benzer sonuglar gosterirken, rTrypsin®

yiiksekligi agisindan Alcalase® ve Neutrase
enzimi ile Uiretilen 6rneklerin toplam peptit miktar degerleri gorece diisiik sonuglar vermektedir.

(Naji ve Cam, 2024).

Ultases 0n islem uygulamasinin drneklerin toplam peptit miktarlar tizerindeki etkisi 6nemli
degildirve genel olarak ultrases 6n islemli veya on islemsiz iiretilen 6rneklerde gézlemlenen
toplam peptit miktarlar1 istatistiksel olarak farkli bulunmamistir (p>0,05). Alcalase® ve
Flavourzyme® enzimlerini tek veya birlikte kullanilan bir calismada elde edilen kazein
hidrolizatlarinin hidroliz dereceleri ve antioksidan aktivitelerinin (ABTS katyon radikal
siiptirme) kombine sekilde elde edilen hidrolizatlarda daha yiliksek degerde sonuglar verdigi

gbzlemlenmistir (Rao ve digerleri, 2020).

4.1.2.2. Hidrolizat Orneklerinin Antioksidan Aktivite Sonuclarinin Belirlenmesi

Calismadaki bulgulara gore iiretimde kullanilan tim enzimlerin ABTS radikal baglama
kapasitesini olumlu yonde etkiledigi gozlemlenmistir (Sekil 4.2.). Inkiibasyon siiresi ile tiim
hidrolizatlarin ABTS katyon radikal baglama kapasite degerlerinin arttigi saptanmistir
(p<0,05). Ancak, bu artis rTrypsin® enziminde diger enzimlerin sonuglarina gore gorece azdir.
Baslangig 6rnegi, rTrypsin® enzimi ile ultrases 6n islemi uygulanarak ve uygulanmadan 4 farkli
inkiibasyon siiresinde iiretilen Ornekler, sadece 2 gruba ayrilabilmistir. Bu baglamda,
rTrypsin®in 0. ve 2.saat Ornekleri ile 4., 8. ve 12.saat Ornekleri birbirlerinden farkl
bulunmamustir (p>0,05). Buna karsin Neutrase® ve Alcalase® kullanilarak iiretilen 6rneklerin
hemen hemen tamami, ABTS radikal baglama kapasitesi agisindan, inkiibasyon siiresinin artisi

ile istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilagsmistir (»<0,05).
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Sekil 4.2. Farkli enzimler ve ultrases Onislem uygulamasi ile iiretilmis olan kazein
hidrolizatlarinin ~ serbest radikal siipirme kapasitesi olarak antioksidan
aktivitelerinin inkiibasyon siiresi ile degisimi

ABTS katyon radikal baglama kapasitesi en yiiksek degerler ultrases on islem uygulanan
Alcalase® enziminin 12 saatlik inkiibasyonu sonucunda saptanmustir. Ultrases &n islemi
yapilmis 0.andaki 6rnegin ABTS radikal baglama aktivitesi, Alcalase® ile 12 saatlik inkiibasyon
sonucunda %77,5 oraninda artarken Neutrase® enzimi ile iiretilen 6rneklerde %54-58
araliginda, rTrypsin® ile iiretilen &rneklerde ise %14-15 araliginda degismistir. Sonug olarak,
toplam peptit miktari en ok artan rnek Alcalase® drnegi, ayn1 zamanda ABTS radikal baglama
aktivitesi de en ¢ok artan 6rnek olarak saptanmistir. Yapilan bir ¢alismada, Alcalase®, Brouzyn
ve Flavouzyme enzimleri ile elde edilen kegi siitii kazein hidrolizatlarinin en yiiksek ABTS
katyon radikal siipiirme aktivitesinin Alcalase® enzimiyle elde edilen kazein peptitlerde oldugu
belirtilmis (Magalhdes ve digerleri, 2022). Triypsin enzimi ile elde edilen kazein peptitlerinin
hidroliz stiresiyle dogru orantili olarak ABTS katyon radikal siiplirme yeteneklerinin de arttig1
gozlemlenmistir. 4, 5 ve 6 saatler arasinda inkiibasyon siiresi bulunan 6rneklerin ABTS radikal
siiplirme kapasiteleri %55 ve %76 araliginda degismistir (Mokhtari ve digerleri, 2023).
Sonuglar literatiir degerleriyle uyumlu bulunmustur. Yapilan bir diger calismada ise Neutrase®
ve Alcalase® enzimini birlikte veya kombine sekilde kullanip elde edilen kazein hidrolizatlarin
metal baglama kapasiteleri %70 ve %83 araliginda degismektedir. Calisma sonuglar1 bu

sonuclarla uyumludur (Corréa ve digerleri, 2011).

Ultrases 6n isleminin ABTS radikal baglama kapasitesi iizerine etkisi degerlendirildiginde ise
toplam peptit miktarindaki degisime benzer bir durum gozlenmistir. Hidrolizat miktarinin

artistyla ABTS radikal baglama kapasitesi de dalgalanmalar olmakla beraber, ultrases 6n
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isleminin, iiretilen kazein hidrolizatlarinin ABTS radikal baglama kapasitesi iizerinde 6nemli
bir etki yaratmadig1 goriilmektedir (p>0,05). Az sayidaki 6rnekte gézlemlenen ultrases 6n iglem
etkisi ise, ABTS radikal baglama kapasitesini arttirma yoniindedir. Literatiirdeki bir ¢alismada
farkli enzimler ile elde edilen keci siitii kazein hidrolizati 6rneklerinin ultrases isleminin
hidroliz derecesini, verimini ve antioksidan peptit iiretiminde daha etkili sonuglar verdigi tespit

edilmistir (Magalhaes ve digerleri, 2022).

Uretilen kazein hidrolizat1 érneklerinde bir diger antioksidan aktivite olarak DPPH analizinin
de belirlenmesi kararlastirilmistir. Ancak, DPPH ¢06zeltisinin hazirlanmasinda metanol
kullanilmasi, ancak orneklerdeki bilesenlerin alkol igerisinde ¢oziiniirlikklerini kaybedip
bulanikliga yol agmalari nedeniyle, bu analiz yontemiyle dogru ve tekrarlanabilir 6l¢iim
sonuclar1 elde edilememistir. Ayrica iiretilen tiim kazein hidrolizat 6rneklerinin metal baglama
kapasiteleri de Olcllmiistiir (Sekil 4.3.). Analiz sonuglari degerlendirildiginde kazein
hidrolizatlarinin metal baglama aktivitesinin %279 ile %37,5 araliginda degistigi
goriilmektedir. Metal baglama aktivitesi acisindan en yiiksek degerleri, kullanilan enzimler
arasmda rTrypsin® enzimi saglamaktadir. Sonuglar incelendiginde iiretilen 6rneklerin metal
baglama aktivitesi degerlerinin, inkiibasyon siiresi ve ultrases 0n islemi uygulamasi ile dalgal
bir degisim gosterdigi gorlilmiistiir. Bu baglamda yapilan farkli bir ¢alismada ise Tyripsin
enzimi ile elde ettikleri kazein hidrolizatlarinin 4, 5 ve 6 saat sonrasinda elde edilen metal
iyonlarin1 baglama kapasiteleri %21 ve %55 aralifindadir (Mokhtari ve digerleri, 2023). Bu

degerler calisma sonucglarimiz ile uyumludur.
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Sekil 4.3. Farkli enzimler ve ultrases Onislem uygulamasi ile iiretilmis olan kazein
hidrolizatlarinin metal baglama kapasitesi olarak antioksidan aktivitelerinin
inkiibasyon siiresi ile degisimi

Sekilde verilen Y eksen degerleri % metal baglama sonuglarini temsil ederken, X ekseni (h)

inkiibasyon siiresi olarak saati temsil etmektedir.

4.1.2.3.  Hidrolizat Orneklerinin Antihipertansif Aktivite Sonuclarinin Belirlenmesi

Uretilen kazein hidrolizatlarmin antihipertansif aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, ACE
enzimi inhibisyon yiizdeleri belirlenmistir (Sekil 4.4.). Farkli enzimler ile tretilen kazein
hidrolizatlarinin antihipertansif aktivite degerleri %3,1 ile %84,2 araliginda degisiklik
gostermektedir. Kullanilan tiim enzimlerin antihipertansif aktiviteyi olumlu etkiledigi
goriilmiistiir. Hidroliz baslangicinda %3,1-5,5 araliginda ACE inhibisyonuna neden olan kazein
dispersiyonlarinin antihipertansif aktivitesi, endopeptidazlarla 2 saatlik enzimatik hidroliz
sonrasinda 7 kat artmistir. Inkiibasyon siiresi arttik¢a tiim enzimlerin antihipertansif aktiviteleri

istasistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.4. Farkli enzimler ve ultrases Onislem uygulamasi ile iiretilmis olan kazein
hidrolizatlarinin ACE inhibisyon ylizdelerinin inkiibasyon siiresi ile degisimi

Sekilde verilen Y eksen degerleri % ACE inhibisyon sonuglarini temsil ederken, X ekseni (h)

inkiibasyon siiresi olarak saati temsil etmektedir.

Antihipertansif aktivite degerleri en yiiksek Neutrase® enzimi ile iiretilen hidrolizat
orneklerinde gozlemlenmistir. Bu enzimle yapilan inkiibasyonun 2.saati itibariyle, diger
enzimlerle ulagilan aktiviteden istatistiksel olarak onemli diizeyde daha yiiksek bir aktiviteye
ulasilmis ve bu durum 12 saatlik inkiibasyon siiresince devam etmistir (p<0,05). Neutrase®’dan
sonraki yiiksek aktivite degerlerine Alcalase® enzimi ile ulasilirken, rTrypsin® enziminin
olusturdugu aktivite gorece diisiik diizeylerde kalmustir. Correa ve digerleri, (2011) Alcalase®
ve Neutrase® enzimlerini kullanarak kazein protein fraksiyonlarmin biyoaktivitesini
belirlemislerdir. Sonuglar hidroliz siiresi boyunca %40 ve %94 aralifinda degsiklik
gostermektedir. Hidroliz siiresinin artmasi ile biyoaktivite maksimum noktaya kadar artmis ve
sonrasinda ise azalmistir. Bu literatiir sonucu, ACE inhibisyon aktivitesi agisindan tez
calismasinda elde edilen sonuglarla uyumludur (Corréa ve digerleri, 2011). Diger bir ¢alismada
ise Neutrase® ve Flavourzyme® enzimleriyle elde edilen kazein hidrolizat fraksiyonlarmin
biyoaktivitelerini belirlemislerdir. Neutrase® enziminin 12 saat hidrolizasyon siiresi sonrasi

ACE aktivite degeri %73,3 belirlenirken Flavourzyme® enziminin olusturdugu hidrolizatin

ACE aktivite degeri %78,2 olarak belirlenmistir (Naji ve Cam, 2024).

Ultrases 0n islemi uygulamasi ile iiretilen hidrolizatlarin antihipertansif etkisi dalgali bir seyir

izlemistir. Bunun nedeni ¢ok hafif etki etmesi nedeniyle stabil bir etkinin belirlenememesiir.
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Genel olarak rTrypsin® enzimi kullanilan 6rneklerde ultrases 6n islemi olumlu etki gdsterirken
(p<0,05), diger enzimlerde kimi durumlarda olumsuz bir etki goriilse de genel olarak anlaml
bir farklilik belirlenememistir (p>0,05). Kazein hidrolizatindan elde edilen peptitlerin ultrases
isleminin ACE aktivitesi tizerinde etkili olmadigin1 bildirmislerdir (Madadlou ve digerleri,

2011).

4.1.2.4.  Antidiyabetik Aktivitenin Belirlenmesi

Uretilen kazein hidrolizatlarinin antidiyabetik etki potansiyellerini belirlemek i¢in a-amilaz ve

a-glukosidaz inhibisyon aktivitesi analizleri ger¢eklestirilmis ve Tablo 4.2” de gosterilmistir.
Buna karsin, Orneklerin higbirisinde anlamli bir a-glukosidaz inhibisyon aktivitesi

saptanamamugtir. Ayrica, Uretilen Orneklerde belirgin bir o-amilaz inhibisyonu tespit

edilemedigi Sekil 4.5.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Farkli enzimlerle ve inkiibasyon siirelerinde iiretilen kazein hidrolizatlarinin

antidiyabetik ve lipaz inhibisyon aktiviteleri analizlerinin sonuglari

Siire (Saat) o-Amilaz o-Glukosidaz Lipazinhibisyonu (%)
Inhibisyonu(%)! Inhibisyonu (%)?
Alcalase® 0 11,20 + 0,403 ND 90,81 + 0,938
2 55,60 £ 0,70>P ND 10,99 + 1,243ABC
4 56,05 = 1,20b8 ND 18,22 +2,35%4
8 60,35 £ 0,498 ND 27,16 £ 0,074
12 66,20 + 0,98%BC ND 33,37 £1,699AB
Neutrase® 0 11,20 + 0,403 ND 90,81 + 0,938
2 46,90 £ 0,568 ND 8,50 £ 1,87>4
4 57,15 + 1,48%BC ND 19,98 +£2,07>AB
8 62,90 + 2,68%BC ND 26,01 0,074
12 62,80 + 1,419B ND 36,05 £ 0,424BC
rTrypsin® 0 11,20 + 0,427 ND 90,81 £ 0,934B
2 27,20 £ 0,70>B ND 16,46 +2,90%C
4 30,95 +£0,63>A ND 23,71 +£2,91bBC
8 38,20 + 0,844 ND 29,79 £2,57%AB
12 40,00 £ 3,674A ND 32,36 £0,76%A
Alcalase® + US 0 14,45 + 1,20*B ND 63,06 £ 0,9244
2 54,05 £0,91>P ND 22,32 +3,19%P
4 59,15 4+0,35°¢ ND 26,39 +0,882C
8 66,30 £ 1,419¢€ ND 38,03 +1,63»C
12 68,45 £0,354C ND 43,62 +0,84%E
Neutrase® + US 0 14,45 +1,20%B ND 63,06 +0,92¢4
2 49,45 £0,21>C ND 10,39 +£0,13%AB
4 56,70 + 0,42BC ND 23,18 £ 0,41>B¢
8 63,05 + 1,204B¢ ND 31,87 £1,67°B
12 67,10 +3,119BC ND 40,94 + 1,434PE
rTrypsin® + US 0 14,45 +1,20%A ND 63,06 + 0,92eA
2 28,10 =0,70>A ND 16,27 +2,9028C
4 32,90 +1,13%A ND 24,86 + 1,56°C
8 38,15 +£0,77% ND 32,30 +£2,19°8
12 39,90 £ 0,284 ND 39,21 £2,194CP

A€ Ayni harfler, aym inkiibasyon siiresindeki farkli enzimlerle iiretilmis kazein hidrolizatlarinin biyoaktivite ozellikleri

arasindaki farkin 6nemli olmadigin1 gésterir (p>0,05).

*d Ayni harfler, ayni enzim ile iiretilmis olan kazein hidrolizatlarinin inkiibasyon siiresince biyoaktivite 6zellikleri arasindaki

farkin 6nemli olmadigini gosterir (p>0,05).
US: Ultrases 6n isleminin kazein hidrolizat iretiminde kullanimini temsil etmektedir.
! Analiz sonucu 85,50 mg protein/mL i¢in verilmistir.
2 Analiz sonucu 85,50 mg protein/mL igin verilmistir.
3 Analiz sonucu 42,75 mg protein/mL i¢in verilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli enzimler ve ultrases Onislem uygulamasi ile iretilmis olan kazein
hidrolizatlarinin a-amilaz inhibisyon yiizdelerinin inkiibasyon siiresi ile degisimi

Sekilde verilen Y eksen degerleri % alfa amilaz inhibisyon sonuglarini temsil ederken, X ekseni

(h) inkiibasyon siiresi olarak saati temsil etmektedir.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuclar incelendiginde o-amilaz inhibisyon yiizdelerinin
%11,2 ile %68,5 araliginda degisiklik goriilmiistiir. Tiim enzimler a-amilaz inhibisyonunu
desteklemistir. Enzimatik reaksiyonun uygulanma siiresi ile saptanan inhibisyon aktivitesi de
anlamli diizeylerde artmustir (p<0,05). En yiiksek aktivite degerleri Alcalase® enzimi ile
gerceklestirilen hidrolizle elde edilirken, onu Neutrase® enzimi ile iiretilen hidrolizatlar
yakindan takip etmistir. rTrypsin® enziminin kullanimu ile iiretilen kazein hidrolizatlarinda da
a-amilaz inhibisyon aktivitesi artarken, bu artis diger enzimlere gore oldukga diisiik kalmistir.
Yapilan bir literatiir calismasinda Neutrase® ve Flavourzyme® enzimiyle 12 saatlik siire
sonrasinda elde edilen kazein peptit fraksiyonlarmin biyoaktif 6zellikleri belirlenmistir.
Kazeinin Neutrase® enzimi sonrasi o-amilaz inhibisyon yiizdesi % 67,0 belirlenirken,
Flavourzyme® ile elde edilen hidrolizatlarin o-amilaz inhibisyon yiizdesi % 87,0 olarak
belirlenmistir. Sonuglar dogrultusunda Neutrase® enzimi ile iiretilen kazein hidrolizat
orneklerinin degerleriyle uyumluluk gostermektedir (Naji ve Cam, 2024). Diger bir ¢alismada,
kazein hidrolizatinin mikrobiyal proteaz enzimi ile hidrolize edilmesinin ardindan 3 saatlik
inkiibasyon sonrasi Orneklerin a-amilaz yiizdesi %74,1 olarak belirlenirmis ve 24 saatlik

inkiibasyon stiresince ylizdeler arasindaki fark anlamli bulunmamaistir. Sonuglar incelendiginde
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a-amilaz aktivite yiizdeleri ¢alisma sonuglartyla uyumlu bulunmaktadir. Calismanin 8. ve 12.
saatleri arasindaki farkliliklar olduk¢a az bulunmustur (Megrous ve digerleri, 2020).

Ultrases 6n isleminin bu biyoaktif 6zellik {lizerindeki etkisi dalgali olmakla beraber, genel
olarak inhibisyonu destekler nitelikte bulunmustur. Ozellikle Alcalase® enzimi ile
gerceklestirilen inkiibasyonun ilerleyen siireglerinde, ultrases on iglemi ile {iretilmis 6rneklerin

daha yiiksek a-amilaz inhibisyon aktivites gosterdigi goriilmiistiir (p<0,05).

4.1.2.5. Lipaz Inhibisyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Uretilen kazein hidrolizat1 rneklerinin lipaz inhibisyon aktivitesi de incelenmistir (Tablo 4.2
ve Sekil 4.6). Yapilan analizler sonucunda saptanan en yiiksek inhibisyon degerleri kazein
dispersiyonunda olmustur (%90,8). Ultrases 6n islemi ile bu inhibisyon degeri azalmis (%63,1),
yapilan 2 saatlik enzimatik reaksiyonla da 6nemli diizeyde inhibisyon aktivitesi kaybolmustur
(%8,5-22,3). 2 saatten sonra ise enzimatik reaksiyonla lipaz inhibisyon aktivitesinin énemli
diizeylerde arttig1 belirlense de (p<0,05), baslangictaki kazein dispersiyonunun gosterdigi
aktivite yakalanamamistir (%43,6’ya ulasmustir). Yapilan bir ¢alismada Neutrase® enzimi
kullanilarak elde edilen kazein hidroliz fraksiyonunun en yiiksek aktivite degerlerinin kontrol

grubu 6rnekte oldugu gézlemlenmistir (Naji ve Cam, 2024).
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Sekil 4.6. Farkli enzimler ve ultrases Onislem uygulamasi ile iretilmis olan kazein
hidrolizatlarinin lipaz inhibisyon yiizdelerinin inkiibasyon siiresi ile degisimi
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Sekilde verilen Y eksen degerleri % lipaz inhibisyon sonuglarini temsil ederken, X ekseni (h)

inkiibasyon stiresi olarak saati temsil etmektedir.

Calisilan enzimler genel olarak yakin etkilerde sonuglar yaratmistir. Enzim ¢esidinin yani sira
lipaz inhibisyon aktivitesi lizerinde ultrases On isleminin etkili oldugu goriilmektedir. Bu
aktivite i¢cin hemen hemen tiim Orneklerde, ultrases O6n isleminin istatistiksel olarak 6nemli

diizeyde bir artisa neden oldugu belirlenmistir (p<0,05).

4.1.2.6.  Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar

Kazein hidrolizatlarinin S. aureus ATCC29213 ve E. coli K12 bakterileri tizerindeki etkileri
incelenmistir. S. aureus ATCC29213 iizerindeki etkilerini gosteren fotograflar Sekil 4.7°de
verilmisken, E. coli ATCC25922 bakterisi lizerindeki etkileri gosteren fotograflar Sekil 4.8de,
ilgili sekillerdeki kodlamalarin aciklamalari ise Tablo 4.3’te gosterilmistir. Yapilan analizler
sonucunda, higbir hidrolizatta incelenen bakteriler agisindan antimikrobiyal aktivite
saptanamamugtir. Literatiirde yapilan bir ¢aligmada, pepsin, tyripsin ve kimotripsin ile elde
edilen kazein hidrolizatlarinin antimikrobiyal aktivitesi incelemistir. Tyripsin ve diger enzimler
ile elde edilen hidrolizatlarin E. coli tiirlerine kars1 anlamli bir antimikrobiyal etki géstermedigi
gozlemlenmistir (Théolier ve digerleri, 2013). Diger bir ¢alismada, tyripsin enzimi kullanilarak
elde edilen kazein hidrolizatinin S. aureus tiriine karsi antimikrobiyal etki gdstermedigi
belirtilmistir. Sonuglar incelendiginde iki ¢alismanin da bu ¢alismayla uyumlu sonuglar1 rapor

ettigi tespit edilmistir (Mokhtari ve digerleri, 2023).
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Tablo 4. 3. Sekil 4.7°de ve Sekil 4.8°de verilen antimikrobiyal aktivite kodlarinin temsil ettigi
ornek bilgileri

Sekil Kazein Hidrolizati Inkiibasyon Siiresi (saat)
A Alcalase® 0,2,4,8,12
A-1 Alcalase® + US 0,2,4,8,12
B Neutrase® 0,2,4,8,12
B-1 Neutrase® + US 0,2,4,8,12
C rTrypsin® 0,2,4,8,12
C-1 rTrypsin® + US 0,2,4,8,12
D Pozitif Kontrol - Cefotaxime -
D-1 Pozitif Kontrol - Chloramphenical -
E Negatif Kontrol - Tampon kor
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Sekil 4.7. Uretilmis olan kazein hidrolizatlarmin Staphylococcus aureus ATCC29213
bakterisi lizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin kuyucuk yayilim yontemi ile
belirlenmesi
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Sekil 4.8. Uretilmis olan kazein hidrolizatlarinin Escherichia coli ATCC25922 bakterisi
tizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin kuyucuk yayilim yontemi ile
belirlenmesi
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4.1.3. Uygun Endopeptidazin ve islem Kosullarinin Belirlenmesi

Yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizatinin iiretilmesi i¢in 3 farkli enzim ile 4 farkl
inkiibasyon siiresinde, ultrases ©on islemi uygulanarak veya uygulanmayarak {iiretimler
gerceklestirilmistir. Toplam 24 kazein hidrolizatinin ¢esitli biyoaktif oOzellikleri analiz
edilmistir ve genel anlamda en yiiksek biyoaktif Ozelliklere sahip hidrolizatin segilmesi

hedeflenmistir.

4.1.3.1. TOPSIS (Technique for Order Preference by Similarity to Ideal Solution )

Yontemi

Bu yontem 1981 yilinda Hwang ve Yoon tarafindan gelistirilmistir (Hwang ve digerleri, 1981).
Bu yontemin avantaji kompleks algoritmalar ve karmasik matematiksel modeller icermemesi
ve uygulanmasindaki kolayliklardir. Yontemin 6ziinde, en ideal (pozitif ideal) ve idealden en
uzak degerlerin (negatif ideal) deneysel verilerden elde edilmis sonuc¢lar matrisinden hareketle
tanimlanmasi ve analiz edilen drneklerin bu pozitif ve negatif ideal noktalarina olan geometrik
uzakliklarinin oranlarinin degerlendirilmesi bulunmaktadir (Lopez, 2014; Karaman vd., 2014;
(Himmetagaoglu ve digerleri, 2018). TOPSIS yonteminin uygulanmast ile tiim 6rnekler i¢in bir
“goreli yakinlik” degeri elde edilmektedir. Bu deger, 0 ile 1 arasinda bir degerdir ve 1’e yakin
olmasi tercih edilmektedir. Tez calismasmin bu asamasi kapsaminda iiretilen Orneklerin
antihipertansif aktivite (ACE inhibisyon), antioksidan aktivite (serbest radikal baglama,
ABTS), antidiyabetik aktivite (a-amilaz inhibisyon) ve lipaz inhibisyon aktivitesi 6zellikleri
maksimum olan Ornek belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla, biyoaktif peptit ¢alismalar
acisindan 6zel 6nem tasiyan antihipertansif aktivite %40 agirlikla degerlendirilirken, diger 3
biyoaktif ozellik %?20’ser agirlikla analize alinmistir. Gergeklestirilen TOPSIS analizi
sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 4.4°te verilmistir. Buradan hareketle en yiiksek biyoaktif
ozelliklerin saptandig1 6rnek; 0,891 goreli yakinlik degeriyle, ultrases 6n islemi uygulanarak,
12 saatlik inkiibasyon siiresi ile Neutrase® enzimi kullanilarak iiretilen 6rnek olmustur. TOPSIS
goreli yakinlik degerleri incelendiginde, tiim 6rneklerde inkiibasyon siiresinin artisi ile goreli
yakinlik degerlerinin artti§i goriilmiistiir. Bu anlamda, hidroliz diizeyi biyoaktiviteyi genel

anlamda olumlu etkilemektedir.
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Tablo 4.4. TOPSIS analizinde kullanilan deneysel veri ve elde edilen goreli yakinlik degerleri

Enzimler” inkiibasyon  Biyoaktif Ozellikler TOPSIS
siiresi (saat) ACE ABTS a-Amilaz  Lipaz c”
Inhibisyon Katyon Inhibisyon Inhibisyon
(%) Radikal (%) (%)
Baglama(
pmol
troloks/g
ornek)
Neutrase® 2 67,44 561,29 46,90 8,50 0,424
4 78,26 624,96 57,13 19,98 0,628
8 83,59 646,12 62,91 26,01 0,733
12 84,17 658,44 62,77 36,05 0,865
rTrypsin® 2 36,51 489,84 27,21 16,46 0,124
4 38,53 544,13 30,99 23,71 0,238
8 49,17 550,97 38,21 29,79 0,393
12 53,52 564,47 40,00 32,36 0,463
Alcalase® 2 48,94 542,18 55,57 10,99 0,290
4 58,92 603,93 56,06 18,22 0,440
8 63,99 657,89 60,34 27,16 0,593
12 68,96 696,06 66,21 33,37 0,722
Neutrase® + US 2 65,95 571,85 49,46 10,39 0,428
4 75,97 628,54 56,69 23,18 0,646
8 79,08 655,69 63,05 31,87 0,788
12 77,59 686,86 67,11 40,94 0,891
rTrypsin® + US 2 37,23 507,89 28,09 16,27 0,124
4 42,71 558,46 32,92 24,86 0,278
8 54,47 561,99 38,19 32,30 0,466
12 59,02 572,51 39,92 39,21 0,570
Alcalase® + US 2 53,21 554,43 54,02 22,32 0,406
4 57,55 627,57 59,19 26,39 0,513
8 65,19 675,77 66,33 38,03 0,715
12 64,86 715,93 68,46 43,62 0,742

* US: ultrases 6n islemi uygulanarak iiretilen érnekler.
** TOPSIS goreli yakinlik (C) degeri.

TOPSIS sonuglarindan hareketle, en yiiksek goreli yakinlik degerine sahip 6rneklerden iicii
secilmigtir. Segilen ii¢ 6rnegin tamami 12 saatlik inkiibasyon siiresine sahip olan 6rneklerdir.

Bu 6rnekler, Neutrase®-US, Alcalase®-US ve Neutrase® (US 6n islemi yapilmayan) seklinde
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kodlanmis hidrolizatlardir. Segilen bu 6rneklerin antimikrobiyal aktivite potansiyelleri ayrica

degerlendirilmistir.

4.1.3.2.  Antimikrobiyal Aktivite

Uretilen hidrolizatlarda antimikrobiyal aktivite saptanamamustir, ancak, bunun nedeninin
tiretilen hidrolizatlarin yeterince konsantre olmamasi olabilecegi diisiiniilerek, bu ii¢ 6rnek
liyofilize edilerek tekrar antimikrobiyal aktivite analizleri gerceklestirilmistir. En yiiksek
biyoaktivite gosteren ii¢ ornegin liyofilize edilmis halleri dort farkli konsantrasyonda analiz
edilmistir. Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Sekil 4.9°da ve Sekil 4.10°da verilmistir. Sekilde

belirtilen 6rneklerin ve konsantrasyonlarinin agiklamalari ise Tablo 4. 5°te belirtilmistir.

Kazein hidrolizatlarinin antimikrobiyal aktivite 6zelliklerine dair literatiirde farkli sonuglar elde
edilmistir. Deve siitii kazeininin farkli enzimlerle (Alcalase®, Papain, Chymotrypsin) hidrolizi
sonucu elde edilen hidrolizatlarin dort farkli mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal etkisi
kuyucuk yayilim yontemiyle degerlendirmiglerdir. Hidrolizatlarin S. aureus ve E. coli
mikroorganizmalarina kars1 zone alanlar1 olustudugu belirtilmistir (Kumar ve digerleri, 2016).
Ayrica, kazein hidrolizatinin hidroliz siiresiyle antimikrobiyal aktivitesi arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. Caligmada dort farkli mikroorganizma tiirii ¢aligilmistir ve sonug olarak kazein
hidrolizatinin E. coli ATCC922 tiiriine kars1 antimikrobiyal aktivitesi tespit edilememistir
(Bougherra ve digerleri, 2017). Ek olarak, sigir as1-kazeinin pepsin, rTrypsin®, a-chymotrypsin
ve b-chymotrypsin enzimleriyle {iretilen peptit fraksiyonlarmin Gram(+) ve Gram(-)
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Mikroorganizmalar
icerisinden E.coli tiirline karsi hidrolizatlarin antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir
(McCann ve digerleri, 2006). Tez ¢alismasi kapsaminda iiretilen kazein hidrolizatlarin 20
mg/mL’ye kadar olan konsantrasyonlarinda ise E. coli ATCC25922 ve S. aureus ATCC29213

mikroorganizmalarina kars1 herhangi bir antimikrobiyal aktivite saptanamamustir.
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Tablo 4.5. Sekil 4.9°da ve Sekil 4.10°da verilen antimikrobiyal aktivite kodlarinin temsil ettigi
ornek bilgileri
Sekil Enzim/Antibiyotik Ornek No  Ornek Konsantrasyonu

(mg/mL)

a Alcalase® + US 1 20

2 4

3 0,8

4 0,016

5 Kor (saf su)
b Neutrase® + US 1 20

2 4

3 0,8

4 0,016

5 Kor (saf su)
c Neutrase® 1 20

2 4

3 0,8

4 0,016

5 Kor (saf su)
d Cefotaxime 25-50
e Chloramfenicol 0,25-0,5
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Sekil 4.9. Yiiksek biyoaktiviteye sahip farkli konsantrasyonlardaki kazein hidrolizati
orneklerinin (Alcalase®+US, Neutrase®+US ve Neutrase®) Staphylococcus
aureus ATCC29213 bakterisi lizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin kuyucuk
yayilim yontemi ile belirlenmesi

Sekil 4.10. Yiiksek biyoaktiviteye sahip farkli konsantrasyonlardaki kazein hidrolizati
orneklerinin (Alcalase®+US, Neutrase®+US ve Neutrase®) Escherichia coli
ATCC25922 bakterisi lizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin kuyucuk yayilim
yontemi ile belirlenmesi
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4.2. Kazein Hidrolizati Uretiminde Ekzopeptidaz Kullamiminin Etkisinin Belirlenmesi

En uygun endopeptidaz cesidi belirlendikten sonra, elde edilen hidrolizatin biyoaktivitesini
gelistirmek {izere endopeptidaz ile birlikte ekzopeptidaz kullaniminin etkisi incelenmistir. Iki
farkl1 ekzopeptidaz enzimi (Flavourzyme® ve Protana™ Prime), tek tek ve birlikte kullanilmis
ve en yliksek biyoaktivite gdsteren drnek belirlenmistir. Bu dogrultuda iiretilen hidrolizatlarin
analizleri de gergeklestirilmis ve en yiiksek biyoaktiviteye sahip olan O6rnek TOPSIS ile
belirlenmistir. Segilen ticari ekzopeptidaz enzimleri siklikla acilik giderici etkileriyle,
endopeptidaz uygulamasi sonrasi kullanilan ve lezzet gelisimini destekleyen enzimlerdir.
Bunlardan Flavourzyme® 1000 L (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) aminopeptidaz grubu
bir enzimken (1100 LAPU/g), Protana™ Prime (Novozymes, Bagsvaerd, Danimarka) hem
aminopeptidaz (970 LAPU/g), hem de karboksipeptidaz (8§90 CPDU-A/g) etkinligi gdsteren bir
enzimdir. Protein hidrolizat islemlerinde endopeptidaz ve ekzopeptidazlarin farkli gérevleri
vardir. Endopeptidazlar, peptit zincirindeki peptit baglarini kirarak biiyilik parcadaki peptitlerin
tiretilmesine katki saglarken, ekzopeptidaz enzimleri zincir sonundaki peptit baglarin1 kirarak
dipeptit ve serbest aminoasitlerin olusumlarini saglamaktadir (Rawlings ve Salvesen, 2013).
Endopeptidaz ve ekzopeptidazlarla ya da her ikisi ile yapilan hidroliz islemi fonksiyonel
ozellikler, yiiksek besin degerlerine sahip saglikli {irlinler ve istenen duyusal 6zellikler gibi
istenen Ozelliklere sahip ¢esitli lirtinler tiretmek icin en yaygin kullanilan ve etkili islemlerden

biridir.
4.2.1. Biyoaktivite Ozelliklerinin Degisimi

Uretilen hidrolizatlarin toplam peptit miktarlar1 ve gesitli biyoaktif zellikleri incelenmistir. Bu
kapsamda incelenen antimikrobiyal aktivite analizlerinin sonuglar1 bir sonraki alt baslikta
incelenirken, toplam peptit miktari, antihipertansif aktivite (ACE inhibisyon aktivitesi) ve
antioksidan aktivite (ABTS katyon radikal ve metal baglama aktivitesi) analiz sonuglar1 Tablo
4.6’da, antidiyabetik aktivite (o-amilaz ve a-glukosidaz inhibisyon aktivitesi) ve lipaz
inhibisyon aktivitesi analiz sonuglar1 Tablo 4.7°de gosterilmistir. Bu kapsamda incelenen

ozelliklerin grafiksel gosterimi de Sekil 4.11°de verilmistir.

60



Tablo 4.6. Farkli enzimlerle ve inkiibasyon siirelerinde iiretilen kazein hidrolizatlarinin toplam
peptit miktarlari, antihipertansif ve antioksidan aktivite sonugclari

Enzim* Siire Toplam Peptit ACE Inhibisyon ABTS Katyon Metal Baglama
(Saat) Miktari (mg Aktivite (%)! Radikali Baglama (%)?
Tripton/g 6rnek) Kapasitesi (umol
troloks/mL 6rnek)
N 12 219,00 +7,18° 40,00 + 1,132 523,94 £9,91° 40,32 + 1,40¢
NP 12 345,96 £ 6,14° 40,70 £ 0,982 556,60 + 8,36° 33,60 + 1,61°¢
NF 12 358,03 +£9,13¢ 52,80 & 0,84° 579,82 £ 12,254 31,60 + 0,87°
NFP 12 44721 +£7,61¢ 50,55+ 0,91° 622,34 £+ 16,52¢ 34,17 £ 0,85¢
Kontrol 0 100,26 + 5,912 ND 441,00 + 10,40* 29,05 £ 0,49*

a¢ Aynt harfler, farkli enzim kombinasyonlart ile iiretilmis olan kazein hidrolizatlarinin biyoaktivite 6zellikleri arasindaki farkin
o6nemli olmadigini gosterir (p>0,05).

* Tiim 6rnekler ultrases 6n islemi uygulanarak, 12 saatlik inkiibasyon siireci ile iiretilmistir. N: Neutrase®; NP: Neutrase® +
Protana™ Prime ; NF: Neutrase® + Flavourzyme®; NFP: Neutrase® + Flavourzyme® + Protana™ Prime .

! Analiz sonucu 5,700 mg protein / mL i¢in verilmistir.

2 Analiz sonucu 0,043 mg protein / mL i¢in verilmistir.

Tablo 4.7. TOPSIS analizinde kullanilan deneysel veri sonuclari

Enzim*  Siire (Saat) o-Amilaz 0-Glukosidaz Lipaz inhibisyon
Inhibisyon Inhibisyon Aktivite (%)?
Aktivite (%)'  Aktivite(%)?
N 12 62,65+ 0,35 5,05 + 1,06® 41,35 +2,332
NP 12 81,90 = 0,14°¢ 4,75+ 0,35° 41,80 £ 2,40*
NF 12 81,30 + 0,56°¢ 6,50 +0,14° 38,90 + 0,70°
NFP 12 92,70 + 1,554 6,05 £ 0,35% 40,45 +£2,19*
Kontrol 0 24,45 + 1,48 ND 58,90 + 3,39"

*d Ayni harfler, farkli enzim kombinasyonlart ile {iretilmis olan kazein hidrolizatlarinin biyoaktivite 6zellikleri arasindaki farkin
6nemli olmadigini gosterir (p>0,05).

* Tiim 6rnekler ultrases n islemi uygulanarak, 12 saatlik inkiibasyon siireci ile iiretilmistir. N: Neutrase®; NP: Neutrase® +
Protana™ Prime ; NF: Neutrase® + Flavourzyme®; NFP: Neutrase® + Flavourzyme® + Protana™ Prime .

! Analiz sonucu 85,50 mg protein / mL i¢in verilmistir.

2 Analiz sonucu 85,50 mg protein /mL igin verilmistir.

3 Analiz sonucu 42,75 mg protein / mL i¢in verilmistir.
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Sekil 4.11. Farkli ekzopeptidaz kombinasyonlarinin da hidrolizde kullanilmasi ile iiretilen
kazein hidrolizatlarinin toplam peptit miktar ile farkli biyoaktif 6zellikleri. Tim
ornekler ultrases ©On islemi uygulanarak, 12 saatlik inkiibasyon siireci ile
tiretilmistir. N: Neutrase®; NP: Neutrase® + Protana™ Prime; NF:Neutrase® +
Flavourzyme®; NFP: Neutrase® + Flavourzyme® + Protana™ Prime.

Ekzopeptidaz enzimleri igerisinde Flavourzyme®in etkisinin Protana™ Prime ’a gdre biraz
daha fazla oldugu goriilmiis ve her iki enzimin birlikte kullanimai ile hidroliz diizeyinin daha da

arttig1 belirlenmistir.

Ekzopeptidaz uygulamasinin kazein hidrolizatlarinin hidroliz diizeyleri {izerine gosterdigi
etkiye ¢ok benzer bir degisim ABTS analizi sonucunda da elde edilmistir. Ekzopeptidaz ilavesi
ile orneklerin ABTS radikalini baglama kapasitesi artmis ve bu artista Flavourzyme®’mn
etkisinin Protana™ Prime ’a gore biraz daha yiiksek oldugu, her iki enzimin birlikte kullanim1
ile antioksidan kapasitenin daha da arttig1 belirlenmistir. Demir baglama analizi agisindan ise
durum farklidir. Endopeptidaz ilavesi ile artan metal baglama degerleri, ekzopeptidaz ilavesi

ile istatistiksel olarak 6nemli bir miktarda azalmistir.

Ekzopeptidaz ilavesinin antihipertansif etkisi incelendiginde ise, Protana™ Prime enziminin
ilavesinin ACE enzim inhibisyonuna anlamli bir katki saglamadigi goriilmektedir.

Antihipertansif aktivite agisindan N ile NP 6rnekleri ve NF ile NFP ornekleri istatistiksel olarak
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farksiz olarak hesaplanmistir (p>0,05). Buna karsmn, Flavourzyme® enzimi ile iiretilen

hidrolizatlarda antihipertansif aktivite a¢isindan belirgin artis goriilmiistiir (p<0,05).

Antidiyabetik aktivite acisindan degerlendirildiginde, ekzopeptidaz uygulamasinin a-amilaz
inhibisyonunu anlamli diizeyde gelistirdigi goriilmiistiir (p<0,05). Kullanilan ekzopeptidaz
tiriniin farkliligi a-amilaz inhibisyon aktivitesini anlamli diizeyde etkilememis (p>0,05),
birlikte kullanimlar1 ile ise inhibisyon aktivitesi daha da artmistir (p<0,05). Bir diger
antidiyabetik aktivite belirteci olan a-glukosidaz inhibisyon aktivitesi acisindan ise belirli
dalgalanmalar goriinse de belirlenen degerler oldukca kiiciik ve degisimler kararsiz

bulunmustur.

Lipaz inhibisyon aktivitesi acisindan ise tez ¢aligmasinin ilk asamasinda belirlendigi gibi,
kazein dispersiyonu ile yiiksek inhibisyon aktivitesi saptanirken, endopeptidaz ilavesi ile bu
aktivite istatistiksel olarak onemli diizeyde diigmiistiir (p<<0,05). Buna karsin, ilave edilen
ekzopeptidaz enzimlerinin aktivite lizerinde anlamli bir etkiye neden olmadigi goriilmiistiir.
Benzer bir sonug, literatiirdeki bir ¢alismada da belirtilmistir; bu calismada, farkli siit
tiirlerinden Flavourzyme ve Neutrase enzimleri ile elde edilen hidrolizatlarin lipaz inhibisyon
aktivite degerlerinin, enzim eklenmeyen orneklerle karsilastirildiginda daha diisiik inhibisyon
aktivite degerleri gosterdigi gozlemlenmistir (Naji ve Cam, 2024). Literatiirde, kazeinlerin ve
hidrolizatlarinin lipaz inhibisyon aktivitelerini karsilastiran sinirh sayida ¢aligma bulunmakta
olup, mevcut calismanin aksine, inek kazeininin Alcalase ve Pronase E ile islenmesinin lipaz
inhibisyon aktivitesinde artis sagladigi belirtilmistir. Bu farkin, enzimlerin farkh

mekanizmalarindan kaynaklandig diistiniilmektedir.

4.2.2. Antimikrobiyal Potansiyelinin Degisimi

Neutrase® enzimi ile beraber farkli ekzopeptidazlarin tek tek ve birlikte kullanimiyla elde edilen
kazein hidrolizatlarinin antimikrobiyal aktivitesi kuyucuk yayilim yontemiyle analiz edilmistir.
Daha o6nceki ¢alistigimiz asamada, kazein hidrolizatlar1 dogrudan kullanilmis (herhangi bir
konsantrasyon islemi yapilmadan), kuyucuk yayilim yontemiyle calisgilmis ve sonug
almamamistir. Bu durumun peptit konsantrasyonunun yetersizliginden kaynaklanmig
olabilecegi diisiiniildiigiinden, 6rnekler liyofilize edilmis ve farkli konsantrasyonlarda analiz
tekrarlanmistir. Calismanin bu asamasinda da, incelenecek olan hidrolizatlar 6nce liyofilize

edilmis, sonrasinda farkli konsantrasyonlarda seyreltilerek analiz edilmistir. Yapilan analizler
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sonucunda iiretilmis higbir hidrolizatta incelenen bakterilere yonelik bir antimikrobiyal aktivite
tespit edilememistir. Literatiirde yapilan bir calismada kazein proteinlerinin Alcalase, Neutrase,
Protamex ve Flavourzyme® enzimi ile hidrolizasyonu sonrasinda elde edilen iiriinlerin
antimikrobiyal potansiyellerini belirlemislerdir (Kim ve digerleri, 2021). Verilen sonuglara
gore hidrolizatlarin Staphylococcus aureus tiirlerine ve E. coli tiirlerine kars1 antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirtilmigtir (Mokhtari ve digerleri, 2023). Sonuglar dogrultusunda S.
aureus tirlerine ve E. coli tlrlerine kars1 olan antimikrobiyal aktivite sonuglar1 bu ¢aligsma ile
uyumlu bulunmamistir. Bunun nedeni olarak hidroliz iiretim, analiz kosullarmin ve siit

bilesimlerinin farkliliklarindan kaynaklandigini belirtilmektedir.

Uretilen kazein hidrolizatlarinin S. aureus ATCC29213 bakterileri iizerindeki antimikrobiyal
aktivitelerinin kuyucuk yayilim yontemi ile belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonucu Sekil
4.12°de, E. coli ATCC25922 bakterileri ile yapilan analiz sonucu ise Sekil 4.13’te verilmistir.

Tablo 4.8’de ise kullanilan kodlamalarla ilgili bilgiler verilmistir.

64



Sekil 4.12. Ekzopeptidaz enzimlerinin de kullanimi ile tiretilen farkli konsantrasyonlardaki
kazein hidrolizati orneklerinin (N, NP, NF ve NFP) S. aureus ATCC29213
bakterisi tlizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin kuyucuk yayilim yontemi ile
belirlenmesi

Siit ve siit irlinlerinden elde edilen peptitlerin S. aureus lizerinde antimikrobiyal etki
gostermedigini belirlemistir (Akbal ve Oner, 2021). Benzer sekilde, otlu peynir ekstraktlarmin
S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC 11303'e kars1 etkili olmadigi tespit edilmistir (Kara
ve Kose, 2020). Bu sonuglar, bazi peptitlerin veya bitkisel ekstraktlarin S. aureus tizerindeki
etkisinin smirli olabilecegini ve bu tiir mikroorganizmalara karsi etkinliklerinin degiskenlik

gosterebilecegini ortaya ¢ikarmaktadir.

65



Tablo 4.8. Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.’de verilen antimikrobiyal aktivite kodlarinin temsil ettigi
ornek bilgileri

Sekil Enzim/Antibiyotik” Ornek No Ornek konsantrasyonu (ug/mL)

A Kontrol 1 4

2 0.4

3 0,04

4 0,004
b N 1 4

2 0,4

3 0,04

4 0,004
c NP 1 4

2 0.4

3 0,04

4 0,004
d NF 1 4

2 0,4

3 0,04

4 0,004
e NFP 1 4

2 0,4

3 0,04

4 0,004
f Cefotaxime 25-50

Chloramfenicol 0,25-0,5
Kor

* Tiim &rnekler ultrases 6n islemi uygulanarak, 12 saatlik inkiibasyon siireci ile iiretilmistir. N: Neutrase®; NP:
Neutrase® + Protana™ Prime ; NF: Neutrase® + Flavourzyme®; NFP: Neutrase® + Flavourzyme® + Protana™
Prime .
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Sekil 4.13. Ekzopeptidaz enzimlerinin de kullanimi ile tiretilen farkli konsantrasyonlardaki
kazein hidrolizat1 6rneklerinin (N, NP, NF ve NFP) Escherichia coli ATCC25922
bakterisi tlizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin kuyucuk yayilim yontemi ile
belirlenmesi

4.2.3. Uygun Enzim Kombinasyonunun Belirlenmesi

Ultrases 0n iglemi uygulanarak 12 saatlik inkiibasyon ile elde edilen kazein hidrolizatlarinin
biyoaktivite 6zelliklerini degerlendirmek igin ¢ok kriterli karar verme yontemi olarak TOPSIS
kullanilmistir. Uygulamada kullanilan kriterler, bir 6nceki asama olarak degerlendirilen uygun

endopeptidazin belirlenmesinde kullanilan kriterler olatrak segilmistir.

Bu adimda, iretilen hidrolizat drneklerinin antihipertansif, antioksidan ve lipaz inhibisyon
aktiviteleri degerlendirilerek en yliksek biyoaktiviteye sahip hidrolizat 6rneginin belirlenmesi

amaglanmistir. Biyoaktivite 6zellikleri agisindan antihipertansif aktivite %40 agirlikta, diger ti¢
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biyoaktif 6zellikler ise %20 agirlikta degerlendirilmistir. Kullanilan TOPSIS ile her bir kazein
hidrolizat 6rnegi i¢in bir “goreli yakinlik” degeri hesaplanmistir. Hesaplanan bu degerlerin
sonuglarmin 0 ile 1 arasinda olmasi beklenmekte ve 1’e yakin olmasi tercih edilmektedir.
Yapilan hesaplama sonuglar1 Tablo 4.9°da sunulmustur. Biyoaktivite degerleri ve TOPSIS
sonuglar1 degerlendirildiginde Protana™ Prime ve Flavourzyme® enzimlerinin bir sonraki
asama olarak degerlendirilen optimizasyon uygulamasinda parametre olarak kullanilmasinin

uygun olacagi diisiintilmiistiir.

Tablo 4.9. TOPSIS analizinde kullanilan deneysel veri ve elde edilen goreli yakinlik degerleri

Enzimler” Inkiibasyon Biyoaktif Ozellikler TOPSIS
siiresi ACE ABTS (umol o-Amilaz Lipaz c”
(saat) Inhibisyon  troloks/g Inhibisyon Inhibisyon
(%) ornek) (%) (%)
N 12 40,02 523,94 62,66 41,04 0,071
NP 12 40,70 556,61 81,91 41,77 0,319
NF 12 52,79 579,80 81,30 38,90 0,775
NFP 12 50,53 622,34 92,73 40,44 0,857

" Tiim ornekler ultrases 6n islemi uygulanarak, 12 saatlik inkiibasyon siireci ile iiretilmistir. N:
Neutrase®; NP: Neutrase® + Protana™ Prime ; NF: Neutrase® + Flavourzyme®; NFP: Neutrase® +
Flavourzyme® + Protana™ Prime .

" TOPSIS goreli yakinlik (C) degeri.

4.3. Yiiksek Biyoaktiviteye Sahip Kazein Hidrolizati Uretim Optimizasyonu ve islem

Kosullariin Biyoaktivite Uzerine Etkileri

Bu asamada 10 dakikalik siirekli uygulanan ultrases &n islemi uygulamasi sonrasi1 Neutrase®
enziminin (%1,25 kazein bazinda) ilavesi ile 12 saatlik inkiibasyonla iiretilen 6rneklerin
digerlerinden daha yiiksek biyoaktivite gdsterdikleri ortaya konulmustur. Daha sonrasinda,
endopeptidaz enzimi ile eszamanli olarak ekzopeptidaz enzimlerinin kullaniminin hidrolizat
biyoaktivitesi lizerine etkisi incelenmis ve ekzopeptidaz ilavesinin biyoaktiviteyi olumlu
etkiledigi ortaya konulmustur. Bu asama sonunda, 10 dakikalik siirekli uygulanan ultrases 6n
islemi uygulamas1 sonras1 Neutrase®, Flavourzyme® ve Protana™ Prime (sirastyla %1,25,
%0,25 ve 9%0,25 kazein bazinda) ilavesi ile 12 saatlik inkiibasyonla iiretilen Orneklerin

digerlerinden daha yiiksek biyoaktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu noktadan sonra,
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kazein hidrolizatlarinin biyoaktivitesini arttirmaya yonelik son bir asama olarak, islem

kosullariin optimizasyonu hedeflenmistir ve optimizasyon iiretimleri gergeklestirilmistir.

4.3.1. Optimizasyon Faktorlerinin, Diizeylerinin ve Deneme Planinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda endopeptidaz konsantrasyonunun da 6n denemeler kapsaminda
denenmis ve inkiibasyon siiresi ile iliskilendirilmis olmasindan 6tiirii kullanilacak Neutrase®
konsantrasyonu substrat (kazein) bazinda 9%1,25 olarak sabitlenmistir. Ancak, Onceki
asamalarda ekzopeptidaz konsantrasyonu hi¢ denenmemis oldugundan, endopeptidaz
konsantrasyonunun optimizasyonda bir faktdr olarak kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Onceki
asamada ekzopeptidaz varliginin sonuglari 6nemli diizeylerde etkilemis olmasi, bu degiskenin
faktor olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bu dogrultuda, Flavourzyme® ve Protana™

Prime enzimlerinin esit diizeylerde kullanildig1 ve konsantrasyonlarinin %0 ile %1,0 araliginda

degistirildigi bir deneme planinin olusturulmasi hedeflenmistir.

Formiilasyondaki ekzopeptidaz konsantrasyonunun yani sira, enzimatik reaksiyonlardaki en
onemli faktorlerden birisi olan inkiibasyon siiresi de faktdr olarak optimizasyona dahil
edilmistir. Tez ¢alismalarinin 6nceki asamalarinda 12 saatlik islem siiresinin uygun oldugu
belirlenmistir, ancak bu siire o asamalarda calisilan en uzun inkiibasyon siiresi oldugundan,
daha uzun inkiibasyon siirelerinde biyoaktivitenin daha da yiikselebilecegi ongoriilmiistiir. Bu
dogrultuda inkiibasyon siiresinin yanit olarak alinmasi ve 10-20 saat araliginin denemelerde

kullanilmas1 kararlagtirilmistir.

Son olarak, tez caligmasinda 6nem verilen ve her asamada denenen ultrases isleminin etkisi de
optimizasyona dahil edilmistir. Onceki asamalarda, ultrases isleminin ¢ok yiiksek olmasa da
anlaml diizeylerde etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu etkinin genel anlamda biyoaktiviteyi
olumlu etkiledigi ortaya konulmus ve 10 dakikalik siirekli gerceklestirilen bir 6n islemle olumlu
sonuglar alindig1 saptanmistir. Bu dogrultuda, ultrases isleminin siddetini daha da arttirmaya
yonelik bir deneme planinin ortaya c¢ikartilmas: planlanmistir. Bu kapsamda yapilan 6n
denemelerde ise, 10 dakikadan daha uzun siireli gerceklestirilen 6n islemlerde, kullanilan
kazein ¢ozeltisinin sicakhiginin kontrol edilemez sekilde yiikseldigi goriilmiistiir. Onceki
asamalardaki ultrases uygulamalarinda, 50 mL’lik falkon tiiplerine konulan kazein ¢6zeltileri
kirik buz igerisine gomiilmiis sekilde ultrases islemine maruz birakilmis ve 10 dakikada (TS

103 probu ile maksimum genlik olan %65 genlikte) 50 °C’nin asilmamasi bu sekilde
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saglanmisti. Ancak, bu siirenin {iizerine ¢ikildiginda sicakligin ciddi artmis oldugu
goriildiigiinden, ultrases isleminin kesikli olarak ger¢eklestirilmesi denenmistir. Kesikli
islemde, sistemin 1 saniye calisip, 1 saniye durmasi ayarlanmis ve bu sekilde 30 dakikalik
islemde bile sicakligin 50 °C’yi asmadig1 goriilmiistiir. Daha yiiksek bir ultrases enerjisinin
substrata aktarilabilmis olmasi goz Oniline alinarak, optimizasyon asamasinda ultrases 6n
isleminin kesikli sekilde uygulanmasi planlanmistir. Ultrases isleminin maksimum genlikte

(%65) ve 0-30 dakika araliginda uygulanmasina karar verilmistir.

4.3.2. Optimizasyon Analiz Sonuclar: ve Modelleme

Optimizasyon amactyla CCRD deneme tasarimina gore tiretilen 20 kazein hidrolizati 6rneginin
TPM degeri ile 6 farkli biyoaktif 6zelligi (serbest radikal siipiirme kapasitesi, metal baglama
kapasitesi, ACE inhibisyonu, a-amilaz inhibisyonu, o-glukosidaz inhibisyonu ve lipaz
inhibisyonu) analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen degerler Tablo 4. 10°da

sunulmustur.
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Tablo 4.10. Optimizasyon amaciyla iiretilen kazein hidrolizatlarinin analiz sonuglari

Uretim  TPM Serbest Metal . ACE _a-Amilaz o- _ Lipaz
No 1 Radikal baglama  Inhibisyonu Inhibisyonu Glukosidaz Inhibisyonu
Siipiirme Kapasitesi (%)* (%)* Inhibisyonu (%)’
Kapasitesi2 (%)? (%)*
1 4599 617,5 24,7 49,6 68,5 3,7 10,2
2 523,8 614,4 18,1 43,5 61,3 43 6,4
3 467,2 688,5 18,7 48,7 67,8 4,8 15,1
4 4624 627,5 25,1 49,2 74,4 32 11,8
5 490,4 637,9 27,1 48,0 64,5 3,7 9,2
6 216,6 581,2 29,7 45,8 -23,1 3,6 16,3
7 580,0 606,4 34,0 49,8 70,4 4,9 9,6
8 569,1 647,0 26,5 51,9 70,0 5,8 13,6
9 487,5 631,8 243 49,0 63,8 3,1 10,6
10 529.,9 623,3 14,7 49,8 67,5 6,0 10,8
11 405,2 674,7 24,9 50,2 46,1 43 12,6
12 509,4 603,6 19,7 49,8 63,1 52 7,6
13 552,4 551,2 24,3 41,8 55,4 2,7 10,0
14 389,8 619,1 26,0 47,8 47,2 43 8,3
15 502,3 630,6 25,7 46,8 71,4 3.3 10,4
16 529,7 614,7 30,2 53,6 66,3 5,8 10,4
17 418,0 593,9 25,7 53,0 42,9 59 7.4
18 546,3 575,6 24,0 47,7 52,7 3,7 6,6
19 494.8 647,5 24,8 49,4 65,3 3,8 10,2
20 423,8 645,5 33,5 52,1 48,1 53 10,8

' TPM: Toplam Peptit Miktar1, mg Tripton/g ek olarak verilmistir.
2 Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesi, pumol troloks/mL 6rnek olarak verilmistir.
3 Analiz sonucu 0,043 mg protein/mL igin verilmistir.
4 Analiz sonucu 5,700 mg protein/mL i¢in verilmistir.
3 Analiz sonucu 85,50 mg protein/mL igin verilmistir.
¢ Analiz sonucu 85,50 mg protein/mL igin verilmistir.
7 Analiz sonucu 42,75 mg protein/mL igin verilmistir.

Yapilan analizler sonrasi tiim yanitlar istatistiksel analize tabi tutulmus ve faktorlerle iliskisi

incelenmis, istatistiksel olarak onemli faktorlerle deneysel sonuglarin de§isimini agiklayan

denklemler elde edilmeye calisilmistir. Bu amacla, elde edilen veriler ¢oklu regresyon

analiziyle degerlendirilmis ve her bir yanit i¢in faktorlere bagl ikinci dereceden polinomiyal

denklemler olusturulmustur. Olusturulan modellerin deneysel verilerle uyumu i¢in varyans

analizi (ANOVA) yapilmistir. Bu analiz ile her bir faktoriin yanitlar tizerindeki dogrusal, ikinci

dereceden ve interaksiyon etkilerinin 6nemi %95°lik F-testi (Fischer testi) uygulanarak

belirlenmis, istatiksel olarak dnemli olmayan etkiler modelin disinda birakilmistir. Elde edilen
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modelin deneysel verilerle uyumluluguna, model regrasyon katsayist (R?), diizeltilmis
regresyon katsayisi (Adj-R?), tahminlenmis hata kareler toplam1 (PRESS), tahminlenmis ¢oklu
regrasyon katsayisi (Pre-R?) ve yeterli kesinlik (Adeq.Precision) degerlerine bakilarak karar

verilmistir (R>>0,9; |Adj-R? - Pre-R?<0,2; max.PRESS ; Pre-R>>0,7; Adeq.Precision>4).

Bu testler sonucunda incelenen 6 biyoaktif 6zellikten 5 tanesinden istatistiksel olarak uygun
modellerin elde edilmistir. Bir tek lipaz inhibisyonu i¢in uygun bir model hesaplanamadigindan
optimizasyonda yanit olarak degerlendirilmemistir. Bunun yani sira, a-glukosidaz inhibisyonu
analizinde elde edilen inhibisyon %’si degerlerinin %2,7 ile %6,0 arasinda degistigi
goriilmiistiir. Bu degisim bir matematiksel modelle istatistiksel olarak uygun sekilde agiklanmis
olsa da, degerler birbirine ¢ok yakin oldugundan ve bu kiiciik degerlerdeki farklilasmanin
pratikte anlaml1 sonuglar vermeyecegi diisiiniildiiglinden, a-glukosidaz inhibisyonu 6zelligi de
optimizasyonda yanit olarak degerlendirilmemistir. Kalan 4 biyoaktif 6zellik (serbest radikal

siiptirme kapasitesi, metal baglama kapasitesi, ACE inhibisyonu ve a-amilaz inhibisyonu)

optimizasyonda yanit olarak kullanilmistir.

Belirlenen 4 yanit i¢in her bir islem degiskeninin her bir yanita dogrusal, interaksiyon ve ikinci
dereceden etkileri ANOVA c¢izelgesi olusturularak degerlendirilmistir (Tablo 4.11). Bu
asamada secilmis olan tiim regresyon modellerinin %94,3’ilin iizerinde giiven seviyesinde
onemli oldugu goriilmektedir. Diger model istatistiklerine bakildiginda, “lack of fit”
degerlerinin  0,4189’un {izerinde degerlerle ©nemsiz oldugu, Pred-R’ degerlerinin de
%72,07°nin lizerinde degerlere sahip oldugu hesaplanmistir. Tim bu degerler belirlenen
modellerin deneysel sonuclar1 yeterli diizeyde acikladigini gostermektedir. Ancak, model
istatistiginin gelistirilerek model etkinliginin arttirilmas: i¢in, modelde bulunan Onemsiz
terimlerin model hiyerarsisine uygun olarak ¢ikartilmasi gerekmektedir. Buna gore, Tablo 4.
11°’de p-degeri 0,1°den biiylik olan model parametreleri istatistiksel olarak 6nemsiz kabul
edilmis ve model hiyerarsisine zarar vermeden modellerden ¢ikarilarak belirlenen modellerin

etkinligi arttirilmastir.
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Tablo 4.11. ANOVA sonucunda, her bir yanita dair elde edilmis dogrusal, interaksiyon ve
ikinci dereceden terimler

Serbest Radikal Metal baglama ACE Inhibiyonu o-Amilaz
*E - Siipiirme Kapasitesi Kapasitesi Inhibisyonu
E R Kareler p-degeri Kareler  p-degeri Kareler p-degeri Kareler  p-degeri
Toplami Toplami Toplami Toplami

Model 9  18709,2  <0,0001 424,32 <0,0001 151,03 <0,0001 9,78E+7  <0,0001
X| 1 4010,2 0,0001 205,48 <0,0001 27,81 0,0002 2,09E+5  0,5198
X2 1 1974,4 0,0019 59,11 <0,0001 2591 0,0003 3,53E+7  <0,0001
X3 1 3548,6 0,0002 45,12 <0,0001 13,49 0,0027 3,52E+6  0,0208
X1X2 1 0,19 0,9678 35,79 <0,0003 0,98 0,3114 38043,1 0,7815
X1X3 1 40,1 0,5638 62,20 <0,0001 6,82 0,0184 1,03E+6  0,1686
X2X3 1 571,6 0,0478 0,0043 0,9537 5,87 0,0261 1,64E+6 00,0906
x? 1 976,7 0,2610 0,79 0,4352 15,11 0,0019 1,LISE+5  0,6264
X2? 1 7039,6 0,1138 6,78 0,0387 36,87 <0,0001 5,59E+7  <0,0001
x3? 1 17,7 0,0024 7,62 0,0303 11,92 0,0040 2,09E+5  0,5192
Kalinti 1 11242 11,98 8,63 4,69E+6

Lack of 5  616,0 0,4189 7,00 0,3588 2,94 0,7576 1,48E+6  0,7923
fit

Saf 5 5082 4,98 5,69 3,21E+6

Hata

Toplam 19 198334 436,30 159,66 1,03E+8
R 0,9433 0,9725 0,9460 0,9543

Adj-R? 0,8923 0,9478 0,8973 0,9131

Pred-R’ 0,7207 0,8522 0,8088 0,8432

Adeq. 17,898 22,729 18,386 18,111

Precisio

n

PRESS 553991 64,50 30,52 1,61E+7

CV 1,71 4,36 1,90 9,44

* x1: Inkiibasyon siiresi; x2: Ekzopeptidaz konsantrasyonu; x3: Ultrases 6n iglem siiresi

Etkinligi arttirilarak belirlenmis olan son modellerin katsayilarinin da bulundugu ANOVA
tablosu ise Tablo 4.12’de gosterilmistir. Buna gore tiim modellerin varyasyonun biiyiik bir
kismim agikladigr goriilmektedir (R>>0.93,9). Ayni zamanda R’ ile Adj-R’ arasindaki farkin
%4,4’1in altinda olmas1 modelin istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri icermedigini gosterirken,
Pred-R’ degeri ile Adj-R’ degerleri arasindaki farkin %20°nin altinda olmasi (belirlenen

modellerde %8,3 ve altinda ¢ikmistir), “Lack of fit” degerlerinin 0,1’in {izerinde olmas1 (en
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diisiik deger 0,4672), C.V. degerinin 10’un altinda olmasi (belirlenen modellerde en ¢ok 8,91
hesaplanmistir), Adeq.Precision degerinin 4’ten biiyiik olmasi (belirlenen modellerde en diisiik
deger 19,261 olmustur) ve diisitk PRESS degerlerine sahip olmasi belirlenmis olan modellerin

tahminleme ag¢isindan istatistiksel olarak uygun oldugunu géstermektedir.

Elde edilen modeller degerlendirildiginde, tiim yanitlar icin degisim quadratik modellerle
aciklanmistir. Yanitlar igerisinde a-amilaz inhibisyonu degerlerinin modellenmesinde verinin
transformasyonuna ihtiya¢ duyulmus ve veri “Power” modeline gore (y' = (y + k)'ambda)
dontstiirilmiistiir. Donlisimde lambda degeri 2, k sabiti ise 25,411 olarak alinarak veri
dontisimii  gergeklestirilmistir. Yanitlardan birisinde (a-amilaz inhibisyonu) faktorlerden
birisinin (inkiibasyon siiresi) dogrusal etkisi onemsiz goriiliirken, diger tiim yanitlarda tim

faktorlerin dogrusal etkileri dnemli bulunmustur.

Elde edilen modellerle islem degiskenlerinin yanitlar iizerine etkisinin gorsel olarak da
belirlenebilmesi i¢in yanit ylizey grafikleri ve izohips egrileri ¢izilmesi planlanmistir. Ancak,
bu egriler, yanitlara olan interaksiyon etkilerin dnemli olmasi durumunda anlamli ve gercekgi
olarak cizilebilmektedir. Serbest radikal siipiirme kapasitesi degisimde 1, metal baglama
kapasitesi degisiminde 2, ACE inhibisyon degisiminde 2 ve a-amilaz inhibisyonu degisiminde
1 interaksiyon etki dnemli bulunmustur. Yanit yiizey grafiklerinde, islem kosullarindan birisi
sabit tutulurken diger ikisinin degisiminin yanitlara etkisi gosterilmektedir. Interaksiyon etkileri

onemli bulunan yanitlarin yanit yiizey ve izohips egrileri ¢izilmistir (Sekil 4.14-4.19).
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Tablo 4.12. ANOVA sonucunda, her bir yanit i¢in belirlenmis kodlanmig degerler i¢in model
katsayilar1 (anlamli olmayan terimler modelden ¢ikartildiktan sonra)

Kaynak” Serbest  Radikal Metal baglama ACE Inhibiyonu o-Amilaz
Siipiirme Kapasitesi inhibisyonu
Kapasitesi

Katsay1 p-degeri Katsayr  p-degeri Katsayr  p-degeri Katsay1  p-degeri

Model 631,04 <0,0001 25,12 <0,0001 48,71 <0,0001 8594,98  <0,0001
X1 -17,05 <0,0001 3,86 <0,0001 1,42 0,0002 - -

X2 -11,96 0,0004 -2,07 <0,0001 -1,37 0,0002 1598,66  <0,0001
X3 16,03 <0,0001 1,81 <0,0001 0,99 0,0024 504,97 0,0109
X1X2 - - 2,08 <0,0001 - - - -

X1X3 - - 2,74 <0,0001 -0,91 0,0175 - -

X2X3 -8,30 0,0262 - - 0,84 0,0250 445,22 0,659
x1? - - - - 1,02 0,0016 - -

x2? 8,30 0,0054 0,70 0,0227 -1,59 <0,0001 -1943,56 <0,0001
x3? -21,90 <0,0001 -0,70 0,0229 0,91 0,0035 - -

Lack of fit 0,6135 0,4672 0,7417 0,8508

R’ 0,9404 0,9707 0,9398 0,9389

Adj-R? 0,9129 0,9536 0,8960 0,9226

Pre-R? 0,8417 0,9107 0,8132 0,8771

Adeq. 24,785 26,957 19,261 27,958

Precision

PRESS 3139,05 38,98 29,83 1,26E+7

C.v 1,53 4,11 1,91 8,91

* x1: Inkiibasyon siiresi; x2: Ekzopeptidaz konsantrasyonu; x3: Ultrases 6n islem siiresi

Sekil 4.14’de serbest radikal siliplirme kapasitesinin degisimi {izerine ekzopeptidaz
konsantrasyonu ile ultrases siiresinin interaksiyon etkisi goriilmektedir. Bu grafigin ¢iziminde
inkiibasyon siiresi 15 saatte sabit tutulmustur. Sekil 4.14.’ten anlasilacag1 iizere, diisiik
ekzopeptidaz konsantrasyonlarinda ultrases siiresinin artis1 ile serbest radikal siiplirme
kapasitesi artmistir. Buna karsin, yiiksek serbest radikal siipiirme kapasitesi degerleri saglamak
i¢in ekzopeptidaz konsantrasyonunun %0,2-0,6 araliginda ve ultrases siiresinin 25 dakika veya
tizerinde olmasinin gerekli oldugu goriilmektedir.  Literatiirde, keci siitii kazeininden
Flavourzyme®, Alcalase® ve Brauzyn enzimleri kullamlarak elde ettikleri hidrolizatlarin
ultrases etkisiyle ABTS katyon radikal siipiirme kapasiteleri ve Orneklerin hidroliz
derecelerinin 6nemli derecede arttigini belirtmilerdir (Magalhdes ve digerleri, 2022). Ultrases

uygulamasi kazeinler dahil olmak iizere proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestirilmesine
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katki saglamaktadir (Zhang ve digerleri, 2018). Ayrica, ke¢i siitiinden elde edilen kazein
hidrolizatlarinda farkli inkiibasyon siirelerinin antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir.
Sonu¢ olarak hidroliz siiresinin 150. dakikasinda maksimum serbest radikal siipiirme

kapasitesine ulasilmistir (yaklasik %45) (Shu ve digerleri, 2016).

670

600
565

530

Serbest Radikal Stiplirme Kapasitesi
(Mmol troloks/mL &rnek)

1.00

Ultrases On islem Siresi (dk) ¢ 050

Ekzopeptidaz Konsantrasyonu (%)

690.00 —

65250 —

615.00 —

Model Degerleri

57750 —

540.00 —

I I I I I
548.98 583.88 618.78 653.68 688.58

Deneysel Degerler

Sekil 4.14. Ekzopeptidaz konsantrasyonu ile ultrases siiresinin serbest radikal siipiirme
kapasitesi lizerine etkisini gdsteren yanit yiizey grafigi ve model degerleri ile
deneysel degerlerin iliskisi
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Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.’da metal baglama kapasitesinin, inkiibasyon siiresi ve ekzopeptidaz
konsantrasyonuyla degisimi ile inkiibasyon siiresi ve ultrases siiresiyle degisimi grafikleri
verilmistir. Sekil 4.15’te inkiibasyon siiresi 15 dakikada degismez kabul edilirken, Sekil 4.16°da
ise ekzopeptidaz konsantrasyonu %0,5 olarak sabitlenmistir. Sekil 4.15’te uzun inkiibasyon
siirelerinde daha yiiksek metal baglama kapasitesi degerlerinin elde edilebildigi ve
Ekzopeptidaz konsantrasyonunun onemsizlestigi anlasilmaktadir. Sekil 4.16°da ise ultrases
islemi uygulanmadan inkiibasyon siiresinin etkisi dnemli goriinmezken, uygulanan ultrases 6n
islemi ile beraber inkiibasyon siiresinin metal baglama kapasitesi lizerine artan ve pozitif bir
etkisinin oldugu goriilmektedir. Yiiksek metal baglama kapasitesinin uzun ultrases 6n islemi
sonrast, uzun inkiibasyon siireleri ile elde edilebilmektedir. Yapilan bir calismada, keci
siitinden elde edilen kazein hidrolizatlarinda farkli inkiibasyon siirelerinin antioksidan
aktiviteleri degerlendirilmistir. Sonug olarak hidroliz siiresinin 90. Dakikada maksimum metal
baglama yetenegine sahip oldugu ve optimum calisma siiresinin 150. Dakikada oldugu
belirlenmistir. Hidrolizatlarin bu dakika sonrasinda metal baglama yeteneklerinde kayip
gozlemlenmistir. Veriler dogrultusunda 30 dakika ultrases isleminin yaklasik %35 metal
baglama aktivitesi oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar optimum noktada elde ettigimiz
sonuglar dogrultusunda maksimum 18 saate kadar inkiibasyon siiresindeki orneklerin metal
baglama yetenekleri diisiik bulunmustur (Shu ve digerleri, 2016). Bunun nedeni olarak enzim
substrat miktar oranlarmin, tretim ve hammadde farkliliklarimin olmasi olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de inkiibasyon ile ultrases siirelerinin ve ekzopeptidaz konsantrasyonu
ile ultrases siiresinin ACE inhibisyonu {izerine etkisi yanit yiizey grafiklerine yansitilmistir.
Sekil 4.17°de, yiiksek ACE inhibisyonu elde etmek icin farkli secenekler denenebilecegi
anlasilirken, ultrases ©on islemi gerceklestirmeyip, kisa inkiibasyon siiresi ile ACE
inhibisyonunun minimize edilebilecegi goriilmektedir. ACE inhibisyonunu maksimize etmek
i¢in ise ultrases On islemi uygulamadan inkiibasyon siiresini maksimize etmek, uzun ultrases
On islemi ile inkiibasyon siiresini 10 saat diizeylerinde tutmak veya uzun ultrases 6n islemi
sonrast uzun inkiibasyon siirelerinde ¢alismak denenebilir. Sekil 4.18’de ultrases 6n islemie
gore ekzopeptidaz konsantrasyonunun ACE inhibisyonu iizerine etkisinin daha belirleyici
oldugu goriilmektedir. Uygulanan ultrases on isleminden bagimsiz olarak, ekzopeptidaz

konsantrasyonunun artis1 ile dnce ACE inhibisyonunun arttigi, sonra ise azaldigi grafikten
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yorumlanmaktadir. En yiiksek ACE inhibisyon degerlerine ise uzun ultrases 6n islemi ve %0,2-
0,7 araligindaki ekzopeptidaz kullanimi ile ulasilabilmektedir. Bu baglamda yapilan bir
calismada, kazein hidrolizatlarinda ultrases etkisinin ACE inhibisyon aktivitesi lizerine yapilan
bu calismada maksimum inhibisyon noktasini etkilemedigi fakat siireci 6 kat daha kisalttig1

belirtilmistir (Madadlou ve digerleri, 2011).
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Sekil 4.15. inkiibasyon siiresi ile ekzopeptidaz konsantrasyonunun metal baglama kapasitesi
lizerine etkisini gosteren yanit ylizey grafigi ve model degerleri ile deneysel
degerlerin iligkisi
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Sekil 4.16. Ekzopeptidaz konsantrasyonu ile ultrases siiresinin metal baglama kapasitesi
lizerine etkisini gdsteren yanit yiizey grafigi

Sekil 4.19°da ise ultrases On islemi siiresi ile ekzopeptidaz konsantrasyonunun o-amilaz
inhibisyonu degisimine etkisi gosterilmistir. Buna gore, uzun ultrases 6n islemi sonrasi %0,5-
0,8 konsantrasyonlarda ekzopeptidaz kullanimi ile a-amilaz inhibisyonunun maksimize

edilebilecegi anlasilmaktadir.
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Sekil 4.17. Inkiibasyon siiresi ile ultrases siiresinin ACE inhibisyonu iizerine etkisini gdsteren
yanit yiizey grafigi ve model degerleri ile deneysel degerlerin iliskisi

80



53

49.75
465
4325
40

(%) nuoAsiqiyu] 30V

1.00

Ekzopeptidaz Konsantrasyonu (%)

0 0.00

Ultrases On iglem Siiresi (dk)

81

Sekil 4.18. Ekzopeptidaz konsantrasyonu ile ultrases siiresinin ACE inhibisyonu {izerine
etkisini gosteren yanit yiizey grafigi
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Sekil 4.19. Ekzopeptidaz konsantrasyonu ile ultrases siiresinin a-amilaz inhibisyonu tizerine
etkisini gosteren yanit ylizey grafigi ve model degerleri ile deneysel degerlerin
iliskisi

4.3.3. Optimizasyon ve Dogrulama

Optimizasyonda 4 farkli biyoaktif 6zellik kullanilmistir. Ancak, peptitlerde hedeflenen en
onemli biyoaktif 6zellik ACE inhibisyonu oldugundan, bu 6zelligin optimizasyondaki agirlig
daha yiiksek tutulmustur. ACE inhibisyonunun agirlig1 5 olarak verilirken, diger tiim 6zellikler
3 diizeyinde bir agirlikla optimizasyonda kullanilmistir. Istenilirlik fonksiyonu yontemi ile elde

edilen optimum ¢alisma kosulu 20 saat inkiibasyon siiresi, %0,5 ekzopeptidaz konsantrasyonu
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ve 30 dakika ultrases 6n islem siiresi olmustur. Bu kosullarda gergeklestirilecek iiretimler
sonucunda elde edilecek olan kazein hidrolizatlarinin serbest radikal siipiirme kapasitesi
degerinin 652,9 pmol troloks/mL 6rnek, metal baglama kapasitesinin %40,4, ACE
inhibisyonunun %55,6 ve a-amilaz inhibisyonunun %71,7 olmast O6ngoriilmiistiir. Analiz
sonucunda “istenilirlik fonksiyonu” degeri, 0.927 gibi oldukg¢a yiiksek bir deger olarak

hesaplanmustir.

Elde edilen teorik optimum islem kosulunun, deneysel veri ile dogrulamasi da yapilmistir. Bu
amagla, hesaplanmis olan optimum islem kosulunda 4 ek iiretim yapilmis ve optimizasyonda
kullanilan yanitlar deneysel olarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar ve bu sonuglarin
istatistiksel analizi Tablo 4.13’te paylasilmistir. Buna gore, dogrulama {iretimleri sonrasindaki
analizler sonucunda elde edilen ortalama degerler ve standart sapmalar sirasiyla, serbest radikal
stiptirme kapasitesi 662,68 £+ 10,15 umol troloks/mL 6rnek, metal baglama kapasitesi %39,71
+ 1,47, ACE inhibisyonu %55,06 + 0,86 ve a-amilaz inhibisyonu %70,11 + 1,19 olarak
bulunmustur. Bu degerler, teorik optimizasyon sonucunda tahmin edilen degerlere oldukca
yakin degerlerdir. Ayn1 zamanda, yapilan T-testi de tahmin edilen teorik degerlerle deneysel

degerlerin istatistiksel olarak farkli olmadigin1 géstermektedir (p-degeri>0,05).
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Tablo 4.13. Belirlenmis olan teorik optimum islem kosullarinin deneysel verilerle

dogrulanmasi
Yanit Tahminlenen Deneysel SH® Fark % Hata® p-degeri
Sonuclar Sonuclar?
Serbest Radikal 652,95 662,65+10,15 508 9,72 1,47 0,152
Stipiirme Kapasitesi
(umol troloks/mL
ornek)
Metal baglama 40,40 39,71 £ 1,47 0,74 -0,70 1,75 0,425
Kapasitesi
(%)
ACE Inhibisyonu 55,63 55,06 = 0,86 0,42 -0,57 1,04 0,275
(%)
a-Amilaz 71,70 70,11 +1,19 0,59 -1,59 2,27 0,075
Inhibisyonu
(%)

2 Ortalama deneysel deger + standart sapma.

b Ortalama standart hata.

copHata = |ydeneysel Ytahmin edllenl/ydeneysel % 100

4.3.4. Optimum Kosullarda Uretilen Ornegin Antimikrobiyal Potansiyeli

E. coli bakterilerinin sonuglar1 incelendiginde, orneklerin bakterilerin biiylimesi lizerinde
engelleyici bir etki bulunmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.20). Ayn1 zamanda ayni sekilde test
edilen kazein hidrolizatlarinin Gram (+) S. auerus bakterilerinin biiylimesini baskilayic1 bir etki
bulunmadig: tespit edilmistir (Sekil 4.21). Analiz sirasinda pozitif kontrol olarak Cefotaxime
ve Chloramphenicol antibiyotikleri kullanilmistir ve 6rneklerin kod ve konsantrasyonlar1 Tablo

4.14’te verilmistir.
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Tablo 4.14. Sekil 4.20°de ve Sekil 4.21°de antimikrobiyal aktivite verilerinin temsil ettigi 6rnek

bilgileri" _
Ornek No Ornek Konsantrasyonu (mg/mL)
1 4
2 0,4
3 0,04
4 0,004
5 Kor (saf su)
Cefotaxime 25-50
Chloramphenicol 0,25-0,50

Sekil 4.20. Optimum iiretim kosullar1 belirlenen yiliksek biyoaktiviteye sahip kazein
hidrolizatlarinin farkli konsantrasyonlarindaki FE.coli tiiriine kars1 gosterdigi
antimikrobiyal aktivitesi
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Sekil 4.21. Optimum iiretim kosullar1 belirlenen yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein

hidrolizatlarinin farkli konsantrasyonlarindaki S.aureus tiiriine karsi gosterdigi
antimikrobiyal aktivitesi

4.3.5. Islem Kosullarmm Biyoaktivite Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Optimizasyon asamasinda elde edilen sonuglarin degerlendirmesini desteklemek ve faktorlerin
modellenebilen veya modellenemeyen yanitlar tizerindeki etkilerini yorumlamak ve CCRD
deneme plan1 ile elde edilen sonuglar1 desteklemek {izere, ek iiretim ve analizler
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda, kazein hidrolizati iiretimindeki islem kosullarinin
hidrolizatlarin biyoaktivitelerine etkilerinin saptanmasi i¢in 7 farkli islem kosulunda, 3
tekerriirlii olacak sekilde iiretimler yapilmistir. Bu amacla hazirlanan deneme planinda
belirlenen islem kosullari, optimizasyon calismasindaki sinir kosullari ile aynidir ve CCRD
dogrultusunda yapilan iiretimlere ek olarak 12 farkl {iretim daha gerceklestirilmistir. Yapilan
tiretimlerin listesi Tablo 4.15°te verilmistir ve bu sonuglarin istatistiksel degerlendirmesini de
iceren toplu gdsterimi ise Tablo 4.16°da sunulmustur. Uretilen kazein hidrolizatlar1 analiz
edilmis ve hidrolizatlarin biyoaktivite 6zellikleri ile islem kosullarinin degisiminin 6nemliligi
tek degiskenli varyans analizi ile belirlenmistir. Belirlenmis olan 6énemlilik derecelerine gore
orneklerin gruplanmasinda ise Duncan testinden yararlanilmustir. Istatistiksel hesaplamalarda

SPSS istatistiksel paket programi kullanilmistir.
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Tablo 4.15. Kazein hidrolizat1 {iretiminde islem kosullarinin hidrolizat biyoaktif 6zellikleri
tizerine etkisinin incelenmesi amaciyla kullanilan deneme deseni

Deneme No Inkiibasyon Ekzopeptidaz Ultrases On islem
Siiresi (saat) Konsantrasyonu Siiresi (dakika)
(Y0)
1,4,5,9,15,19 15 0,5 15
3,21,22 10 0,5 15
16, 23,24 20 0,5 15
6, 25, 26 15 0 15
13, 27,28 15 1,0 15
12, 29, 30 15 0,5 0
8,31,32 15 0,5 30

Tablo 4.16. Kazein hidrolizat1 {iretiminde islem kosullarinin hidrolizat biyoaktif 6zellikleri
tizerine etkisinin incelenmesi amaciyla iretilen kazein hidrolizatlarinin analiz

sonugclari
Uretim TPM! ABTS Metal ACE o-Amilaz o-Glukosidaz Lipaz

No katyon baglama  inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu inhibisyo

baglama’? (%)? (%)* (%)* (%)° nu (%)’
21 479,9 670,5 20,4 46,8 67,9 4.9 14,5
22 486,8 668,4 20,8 46,7 69,0 4,9 13,8
23 528,1 601,3 31,3 51,8 62,7 5,8 10,4
24 529,0 614,7 27,6 49.4 62,8 5,9 11,4
25 210,5 576,9 27,1 44,6 -25,3 3,6 16,5
26 201,2 573,7 27,3 43,6 -26,4 3,6 14,5
27 577,6 585,1 24,8 42,8 57,0 2,8 11,3
28 580,5 578,7 25,8 48,1 59,0 2,9 11,4
29 520,8 596,3 21,5 49,8 63,2 5,3 9,1
30 520,8 582,1 20,5 49.4 63,6 5,1 8,8
31 537,5 6432 25,2 51,0 70,0 5,8 13,4
32 556,5 639,5 25,1 52,0 70,9 5,5 13,3

I TPM: Toplam Peptit Miktari, mg Tripton/g drnek olarak verilmistir.

2 Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesi, pmol troloks/mL 6rnek olarak verilmistir.
3 Analiz sonucu 0,043 mg protein/mL i¢in verilmistir.

4 Analiz sonucu 5,700 mg protein/mL igin verilmistir.

5> Analiz sonucu 85,50 mg protein/mL igin verilmistir.

¢ Analiz sonucu 85,50 mg protein/mL igin verilmistir.

7 Analiz sonucu 42,75 mg protein/mL igin verilmistir.
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Uretilen érneklerin islem kosullariyla degisimi Tablo 4.17°de verilmistir. Bu sonuglara gore,
toplam peptit miktar1 (TPM) inkiibasyon siiresi ile artmis ve bu artig 20.saatte istatistiksel olarak
anlaml diizeye ulasmistir (p<0,05). Ekzopeptidaz konsantrasyonunun artisinin TPM {izerindeki
etkisi ise ¢ok belirgindir. %1 oraninda ekzopeptidaz ilave edilmis 6rnekteki TPM degeri, ilave
edilmemis 6rnekten 2,7 kattan fazla yiiksek bulunmustur. Ultrases islemi ile ise TPM degisimi

dalgal1 bir seyir izlemistir. Ultrases igslemi ile 6nce azalmis, sonra ise artmistir (p<<0,05).
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Tablo 4.17. Kazein hidrolizati iiretiminde islem kosullarinin hidrolizat biyoaktif 6zellikleri tizerine etkileri

Biyoaktivite inkiibasyon Siiresi (Saat) Ekzopeptidaz Konsantrasyonu (%) Ultrases On islem (Dakika)

10 15 20 0 0,5 1 0 15 20
TPM' 477,9849,87*  487,52+15,09°  528,95+0,81° | 209,44+7,76*  487,52+15,09° 570,19+15,41¢ | 517,05+6,56°  487,52+15,09*° 554,37+15,93¢
SRSK’ 675,82+11,09° 632,02+4,36°  610,22+7,77% | 577,28+3,79*  632,04+4,36>  571,69+18,02% | 593,99+10,95* 632,02+4,36°>  643,26+3,77°
MSK® 19,98+1,08* 24,96+0,51° 29,71£1,89¢ 28,06£1,51° 24.96+0,512 24,99+0,732 20,56+0,88* 24,96+0,51° 25,60+0,79°
ACE-i* 47,43+1,18* 49,11+0,612 51,62+2,12° 46,66+1,10* 49,11+0,61° 44,26+3,312 48,98+1,122 49,11+0,612 51,33+0,57%
o-Amilaz-i° 67,03£2,55* 66,76+3,212 63,93+2,07° ND 66,76+3,21 57,15+1,81 64,01+1,14* 66,76+3,21% 71,35+1,59°
a-Glukosidaz-i® 4,8740,04° 3,59+0,292 5,88+0,04¢ 3,60+0,04° 3,59+0,29b 2,82+0,08° 5,06+0,26° 3,59+0,292 5,59+0,22°
Lipaz-i’ 14,50+0,66° 10,16+0,55° 10,87+0,492 15,75+1,13b 10,16+0,55? 10,92+0,782 8,51+0,78Y 10,16+0,552 13,46+0,152

a¢ Ayni harfler, farkl: liretim kosullarinda iiretilen 6rneklerin farkli olmadigini gostermektedir (p>0,05).

ITPM: Toplam Peptit Miktar1, mg Tripton/g drnek olarak verilmistir.

2AKRBK: ABTS Katyon Radikal Baglama Kapasitesi, umol troloks/mL &rnek olarak verilmistir.

SMBK: Metal baglama Kapasitesi, analiz sonucu yiizde olarak ve 0,043 mg protein/mL igin verilmistir.

4ACE-I: ACE inhibisyonu, analiz sonucu yiizde olarak ve 5,70 mg protein/mL igin verilmistir.

Sa-Amilaz-1: a-Amilaz inhibisyonu, analiz sonucu yiizde olarak ve 85,50 mg protein/mL igin verilmistir.
%a-Glukosidaz-i: a-Glukosidaz inhibisyonu, analiz sonucu yiizde olarak ve 85,50 mg protein/mL i¢in verilmistir.
"Lipaz-i: Lipaz inhibisyonu, analiz sonucu yiizde olarak ve 42,75 mg protein/mL igin verilmistir.

*ND: Tespit edilemedi.
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Hidrolizatlarin serbest radikal siiplirme kapasitesi, inkiibasyon siiresi ile istatistiksel olarak
anlamli diizeyde olmakla beraber diisiik diizeylerde azalmis, ekzopeptidaz konsantrasyonu ile
ise belirgin degisim gostermistir. Ekzopeptidaz konsantrasyonu ile serbest radikal siipiirme
kapasitesi Once artmis, sonra azalmistir (p<<0,05). Ultrases 6n islemi ise serbest radikal siiptirme
kapasitesini arttirmis ve bu artis 15.dakikada istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmus,
sonrasinda deger sabit kalmistir (p>0,05). Kazein hidrolizatlarinin metal baglama kapasiteleri
degerlendirildiginde, inkiibasyon siiresi ile istatistiksel agidan 6nemli diizeyde pozitif iliski
bulunurken, ekzopeptidaz konsantrasyonu ile ise negatif iliski saptanmistir (p<0,05).
Ekzopeptidaz konsantrasyonu ile metal baglama kapasitesi 6nce azalmig ve bu azalma %0,5
konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p<0,05), sonrasinda ise deger sabit
kalmastir (p>0,05). Ultrases 6n islem siiresiyle de sonuglar 6nce artis gostermis ve 15.dakikadan

sonra ise degisim durmustur (p>0,05).

ACE inhibisyonu degerlerine gore inkiibasyon siiresinde aktivite artmis fakat inkiibasyon
siiresinin 20.saatinde bu artis istatistiksel olarak anlamli bir ifadeye ulagmistir (p<0,05).
Ekzopeptidaz konsantrasyonu ACE inhibisyonunu Once arttirmig, sonra ise yiiksek
konsantrasyonlarda inhibisyonun azalmasina sebep olmustur. Ultrases 6n islemi uygulanmasi
ise ACE inhibisyonunu arttirmis (p<0,05), ancak 15 ve 30 dakikalik islem uygulamalarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamaistir (p>0,05).

a-amilaz inhibisyon aktivitesi degerleri degerlendirildiginde inkiibasyon siiresi biyoaktivite
degerlerini etkilememistir (p>0,05). Buna karsin, ekzopeptidaz uygulamasimnin a-amilaz
inhibisyonu tizerine ¢ok 6nemli etkiye sahip oldugu anlasilmaktadir. Ekzopeptidaz uygulamasi
yapilmayan 6rneklerde a-amilaz aktivasyonu saptanirken, %0,5 konsantrasyonda ekzopeptidaz
ilavesi ile belirgin a-amilaz inhibisyonu saptanmistir. Bu inhibisyonun ise %1 diizeylerindeki
ekzopeptidaz uygulamalarinda azaldigi Olgiilmiistiir. Ultrases 6n isleminin de oa-amilaz
inhibisyonu iizerine istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkiye sahip oldugu goriilmiis, bu
etkinin ise uzun siireli ultrases 6n islem uygulamasi ile ortaya ¢iktig1 saptanmistir (p<0,05).
Kazein hidrolizatlarinin a-glukosidaz enzimini inhibisyon etkisi ise tiim orneklerde
saptanmistir. Buna karsin bu etki oldukca kiictlik bir yiizdelik dilimde dagilmistir. Saptanan en
yiiksek o-glukosidaz inhibisyonu %2,82 iken en yiiksek deger %5,88 dir. Her ne kadar a-

glukosidaz inhibisyonunda bazi degisimler istatistiksel olarak anlamli diizeylerde bulunsa da,
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deger araliklarmin cok kiigiik olmasi nedeniyle pratikte bu farklarin anlamli olmadig:
yorumlanmigtir.  Caligma  kapsaminda iretilen hidrolizatlarin  lipaz  inhibisyonlart
degerlendirildiginde ise, inkiibasyon siiresinin ve ekzopeptidaz konsantrasyonunun artisi ile

azaldigi, ultrases On islem siiresinin artisi ile ise arttig1 saptanmistir (p<0,05).
4.4. Ayran Analizleri

4.4.1. Ayran Bilesim Analizleri

Belirtilen 3 farkli hidrolizat ekleme orani ve 3 farkli depolama kosulunda alinan numunelerden
elde edilen protein, pH ve toplam asitlik degerlerinin sonuclar1 Tablo 4.18'de sunulmustur.

Orneklerin protein degerlerine bakildiginda, tiim drneklerde 1. giin depolamanin 7. ve 14. giin
depolama degerlerinden istatistiksel olarak farki anlamli bulunurken, 7. ve 14. giin depolama
kosullarinda degisen protein miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur. Orneklerin 1 giin depolama kosullarinda kontrol ve %1 oraninda kazein
hidrolizat1 eklenen ayran Orneklerinin aralarinda gozlemlenen degisimi istatistiksel olarak
anlamli goriiniirken (p<0,05) %5 ve %10 kazein hidrolizat1 eklenen ayran 6rneklerinin kendi
aralarindaki degisimi anlamsiz (p>0,05) fakat bu iki 6rnegin protein miktarlarindaki farki diger
orneklerin sonuglarina gore istatistiksel olarak anlamlidir. 7. ve 14. giin depolanan 6rneklerin
depolamaya bagli olarak protein degerlerinde gézlemlenen degerler istatistiksel agidan anlaml
bulunmustur. Bu durumda o6rneklerin hidroliz siiresinin protein miktarinda etkili oldugu
sonucunu ¢ikartilabilir. Din¢ ve Kahyaoglu, (2021) ticari ve agikta satilan ayran 6rneklerinden
alinan numunelerde bilesim analizlerini degerlendirmislerdir. Ayranlarin protein degerleri %
1,33 ile 2,91 arasinda degisim gostermektedir. Bu sonuglar, tez ¢aligmasi sonucunda elde edilen
protein miktarlariyla uyumlu bulunmustur. Din¢ ve Kahyaoglu (2021)’nun ¢alismasinda elde
edilen bazi protein degerlerinin tez ¢alismasinda elde edilen protein konsantrasyonlarindan
diisiik olmasinin olasi1 sebebinin ise hidrolizat eklenmesi olabilecegi diisiiniilmektedir (Ding ve

Kahyaoglu, 2021).
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Tablo 4.18. Optimum kosullarda {iretilen ve yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati

eklenen ayran orneklerinin protein, pH ve titrasyon asitlik analiz sonuglari

Ornek Depolama Protein Icerigi pH (-) Titrasyon
(Giin) (%) Asitligi (%)
Kontrol 1 2,1440,00** 4,64+0,00%Y 0,52+0,02%*
7 2,35+0,02%* 4,45+0,02%7 0,56+0,01°*
14 2,38+0,01%* 4,22+0,01%% 0,55+0,00°*
%1 1 2,2940,02%Y 4,56+0,00° 0,59+0,00%Y
7 2,38+0,00% 4,39+0,00%Y 0,60+0,02%Y
14 2,4140,01>% 4,29+0,01%* 0,61+0,00*Y
%5 1 2,55+0,00% 4,57+0,01°* 0,60+0,00%Y
7 2,41£0,00%Y 4,34+0,00°* 0,65+0,02%”
14 2,45+0,03%Y 4,2240,00* 0,71+0,00°”
%10 1 2,5740,00 4,5340,00° 0,65+0,01%”
7 2,47+0,00% 4,35+0,00°* 0,73+0,00%
14 2,47+0,03%* 4,25+0,00%Y 0,75+0,01%+

* Kontrol: Optimum kosullarda iiretilen kazein hidrolizati eklenmeden elde edilen ayran; %1: Optimum kosullarda
iiretilen kazein hidrolizatinin %1 oraninda eklenmesiyle iiretilen ayran; %5: Optimum kosullarda iiretilen kazein
hidrolizatinin %5 oraninda eklenmesiyle {iretilen ayran; %10: Optimum kosullarda tiretilen kazein hidrolizatinin
%10 oraninda eklenmesiyle iretilen ayran; a-c: depolama ile degisim;*“:6rnekler arasindaki degisimi ifade
etmektedir (p>0,05).

Orneklerin pH degerlerinde genel olarak depolama siireciyle dogru orantida degerlerin arttig1
gozlemlenmektedir. Ayrica depolamanin 1.gilinlinde %1, %5 ve %10 oraninda eklenen kazein
hidrolizatli ayran 6rneklerinin kendi aralarinda pH degerlerinin farkli olmadig1 fakat kontrol
orneginden farkli bir pH’da bulundugu belirlenmistir. 7 giin depolama siirecinde ise pH
degerinin kazein hidrolizati oraniyla dogru oranhi bir sekilde diistiigli fakat %5 ve %10
hidrolizat ilave edilmis ayran 6rneklerinin aralarindaki farkin istatistiksel agidan 6nemsiz kabul
edildigi (p<0,05) tespit edilmistir. Genel olarak 14. giinde depolamaya bagli olarak pH
degerlerinde diisme istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Din¢ ve Kahyaoglu,
(2021) ticari ve agikta satilan ayran Orneklerinde pH degerlerini 3,67 ile 4,73 arasinda
bulmuslardir (Ding ve Kahyaoglu, 2021). Bu sonuclar elde edilen sonuglar pH deger
araliklartyla uyumlu bulunmustur. Elazig Universitesinde ayran ile ilgili yapilan bir calismada

ayran Orneklerinin pH degerleri 3,59 ile 4,20 arasinda degisim gostermektedir (Patir ve
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digerleri, 2006). Bu sonuglar elde edilen degerlerden diisiik bulunmustur. Bunun nedeni olarak

hidrolizat eklenmesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Ayranlarin uzun siire dayaniklilig1 iizerine etki eden en 6nemli parametrelerden biri de asitlik
miktaridir. Asitlik miktar1 depolama siiresine bagli olarak da degisiklik gosterebilmektedir
(Ding ve Kahyaoglu, 2021). Tiirk Gida Kodeksi Fermente siit iiriinlerine gore asitlik miktariin
en az % 0,5 en fazla % 1 olmas1 beklenmektedir. Ayranin yapisal 6zelliklerinin iyilestirilmesi
ile ilgili yapilan bir calismada asitlik degerlerinin kontrol orneklerinde % 0,65 olarak
bulunmustur (Koksoy, 2003). Bu sonug elde ettigimiz kontrol 6rneginden yiiksek degerde
bulunmustur. Bunun nedeni olarak agikta yapilan ayranin tuz standardizasyonunun farkli

olabileceginden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

4.4.2. Ayran Biyoaktivite Analizleri

Tablo 4.19°da optimum kosullarda iiretilen kazein hidrolizatlarin farkli konsantrasyonda ayran
orneklerine ilave edilmesiyle iiretilen iiriinlerin depolama siiresince biyoaktivite degisimleri
verilmistir. Kontrol grubu oOrneklerin TPM degerleri 2,02 ile 2,31 araliginda, %l
konsantrasyonda ilave edilen ayranlarin 2,31 ile 2,59 araliginda, %5 konsantrasyondaki
orneklerin 6,24 ile 6,52 araliginda ve %10 konsantrasyondaki orneklerin 9,66 ile 10,12
aralifinda degisim gostermektedir. Analiz sonucglarina gore ayran orneklerinin ilave edilen
hidrolizat konsantrasyonuna bagli olarak toplam peptit miktarlar1 artis géstermektedir. Kontrol
grubu orneklerin, depolama siiresince degisimleri istatistiksel olarak 6nemli bulunmamstir
(p>0,05). % 1 konsantrasyonda hidrolizat ilave edilen ayran orneklerinin depolama siiresine
bagli degisimlerinde 7. ve 14. giin’de bulunan toplam peptit miktarlar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsizken, 1. giin depolama kosullarinda belirlenen toplam peptit degerleri
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. % 5 ve % 10 konsantrasyonda kazein hidrolizat ilaveli
ayran Orneklerinde depolama siiresine bagli olarak toplam peptit miktarlarinda gézlemlenen

degisim istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 4.19. Farkli enzimlerle ve inkiibasyon siirelerinde iiretilen kazein hidrolizatlarinin
toplam peptit miktari, ABTS katyon radikal siipiirme kapasitesi ve metal baglama
kapasite analizlerinin sonuglari

Depolama Ornek Toplam ABTS Katyon Metal
(Giin) Konsantrasyon PeptitMiktar Baglama Baglama
(%) (mg Tripton / g (umol Troloks / (%)?
ornek) mL o6rnek)
1 Kontrol 2,26+0,02%* 5,7940,02%% 15,13+0,14%*
1 2,59+0,09b" 5,7240,03%* 15,16+0,06%*
5 6,24+0,00%* 13,94+0,17%Y 22,90+0,01%Y
10 9,72+0,26% 19,18+0,49%7 21,06+0,05>Y
7 Kontrol 2,3140,12°* 6,38+0,07°* 13,43+0,16°*
1 2,42+0,09** 6,87+0,09°Y 13,58+0,44%*
5 6,52+0,05"Y 16,550,125 13,57+0,08"*
10 9,660,14% 20,66+0,06" 17,60+0,40*Y
14 Kontrol 2,02+0,01%* 6,74+0,11c* 12,75+0,20%Y
1 2,32+0,04%* 7,08+0,02¢Y 12,47+0,25%Y
5 6,45+0,70%Y 17,68+0,22%* 11,98+0,05%*
10 10,12+1,09%* 20,92+0,05% 15,67+1,15%*

* Kontrol: Hidrolizat eklenmeyen ayran;

%71: Optimum kosullarda iiretilen kazein hidrolizatinin %1 oraninda eklenmesiyle iiretilen ayran;

%S5: Optimum kosullarda iiretilen kazein hidrolizatinin %5 oraninda eklenmesiyle {iretilen ayran;
%10: Optimum kosullarda iiretilen kazein hidrolizatinin %10 oraninda eklenmesiyle iiretilen ayran;
a-c: depolama ile degisimi; x-t: 6rnekler arasindaki degisimi ifade etmektedir (p>0,05).

'TPM: Toplam Peptit Miktar1, mg Tripton/g 6rnek olarak verilmistir.

2AKBK: ABTS Katyonu Baglama Kapasitesi, pmol troloks/mL 6rnek olarak verilmistir.

3MSK: Metal baglama Kapasitesi, analiz sonucu yiizde olarak ve 0,043 mg protein/mL igin verilmistir.

Orneklerin ABTS katyon radikal siipiirme kapasite degerleri 5,72 ile 20,92 araliginda degisim
gostermektedir. Ayran orneklerinin kontrol, %1 ve %5 grubunda depolamaya bagli olarak
degerlerindeki farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05). % 10 hidrolizat konsantrasyon
eklenen ayran orneklerinde 7. ve 14. giinler arasinda belirlenen ABTS katyon radikal siiplirme
kapasiteleri arasindaki degisim istatistiksel acidan Onemsiz kabul edilitken bu fark %1

konsantrasyonunda eklenen hidrolizat 6rnekleri i¢in dnemli bulunmustur.
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Hidrolizat eklenen ayran Orneklerinin genel olarak depolamaya bagli metal baglama
kapasitelerinde azalma gdzlemlenmistir. Orneklerin konsantrasyon miktarlaina bagl olarak 1.
Giin i¢in, kontrol - %1 ve %5- %10 6rneklerinin kendi aralarindaki degisim istatistiksel olarak
Onemsizken, birbirleri arasindaki degisim istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). 7.
Giin 6rneklerinde kontrol, %1, % 5 konsantrasyonlu 6rnekler arasindaki degisimde istatistiksel
olarak fark bulunmazken, % 10 konsantrasyonlu ayran Orneklerindeki degisim anlamli

bulunmustur (p<0,05).

4.4.3. Duyusal Degerlendirme

Yapilan calismada optimum kosujllarda elde edilen yiiksek biyoaktivite degerlerine sahip
hiderolizatlarin ayran drneklerine %1, %5 ve %10 oranlarinda eklenmesiyle iiretilen kazein
hidrolizat1 ilaveli 6rnekler tiiketici begenine sunulmustur. Duyusal degerlendirme sonucunda
yapilan degerlendirmeler Tablo 4.20’de verilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirmeleri sonucunda 1.glin depolama kosullarinda en ¢ok begeniyi 13,02 puanla
kontrol 6rnegi olurken, 7. ve 14.giin depolamada tiiketiciler tarafindan begenilen %1, %5 ve
kontrol ornekleri arasindaki fark 6nemsizken, %10 kazein hidrolizat1 ilaveli ayran 6rnekleri

arasindaki fark onemli bulunmustur.
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Tablo 4.20. Optimum kosullarda {iretilen ve yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati
eklenen ayran orneklerinin duyusal analiz analiz degerlendirmeleri

Ornek Depolama Kivam Parcacikhi Renk Ayrana Genel

(Giin) Yap1 Yabanci Begeni
Lezzet

Kontrol 1 1,14+£0,93**  0,44+0,59** 11,73+1,17% 0,69+0,92%* 13,02+1,37%=
7 0,75+0,73%*  0,42+0,46** 12,71+1,48% 0,5440,56>* 13,71+1,30%Y
14 1,03+£0,98**  0,24+0,24>* 12,96+1,10%* 1,56+1,47%% 12,89+2,00%Y

%1 1 1,43£1,11*>*  0,51%£0,60** 11,45+1,528% 0,7340,64** 11,55+1,06%*
7 0,76+0,92**  0,53+0,66**  12,35+0,17>* 0,96+1,05%* 12,10+2,87%Y
14 1,01£0,94>*  0,28+0,27**  12,68+1,32%%  0,69+0,47>* 12,562,512

%5 1 1,14+0,80**  0,48+0,38**  10,88+1,48%* 1,65+1,65%* 10,75+2,20%Y
7 0,90+£0,94>*  0,57+£0,59**  11,5242,66** 0,7340,86** 11,88+2,812Y
14 0,98+0,92**  0,2440,24* 12,41£1,37*%  0,94+0,89%* 10,562,923y

%10 1 1,20£1,17**  0,53+0,48** 11,89+0,87% 10,89+1,14%Y 4,31+1,46%%
7 0,94+0,91**  0,56+0,52%* 12,99+1,08%*  10,70+0,97>Y 5,742,173
14 0,83+0,86**  0,18+0,11** 13,37+1,13b> 11,72+1,87%Y 4,54+2 972%

* Kontrol: Optimum kosullarda iiretilen kazein hidrolizati eklenmeden elde edilen ayran; %1: Optimum kosullarda
iiretilen kazein hidrolizatinin %1 oraninda eklenmesiyle iiretilen ayran; %5: Optimum kosullarda iiretilen kazein
hidrolizatinin %5 oraninda eklenmesiyle iiretilen ayran; %10: Optimum kosullarda {iretilen kazein hidrolizatinin
%10 oraninda eklenmesiyle iiretilen ayran; a-c: depolama ile degisim;*":6rnekler arasindaki degisimi ifade
etmektedir (p>0,05).
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5. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda {iretimi yapilan optimum kosullarda yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein

hidrolizat Orneklerinin ayran Ornekleri igerisinde kullanilarak fonksiyonel Ozelliklerinin

tyilestirilmesi saglanmistir.

Tez ¢alismasinin ilk asamasinda kazein iiretimi gerceklestirilmis ve bu 6rneklerin hidrolizasyon

kosullar1 belirlenmistir. Homojen bir forma dontistiiriilen ve hidrolizasyon kosullar1 belirlenen

kazein Orneklerinin farkli 3 endopeptidaz kullanilarak biyoaktivite degerlendirmeleri

yapilmistir. Sonuglara gore elde edilen veriler degerlendirilmis ve biyoaktivite degerleri en

yiiksek endopeptidaza TOPSIS yéntemi ile karar verilmistir. Bu asamada elde edilen sonuglar

asagida verilmistir.

Asit kazein elde edilmesi ve elde edilen bu asit kazeinin hidroliz agisindan uygun olan,

homojen ve kararli bir ¢ozeltiye/dispersiyona doniistiiriilmesi islemi yapilmistir.

Bu asamada elde edilen asit kazeinin farkli endopeptidaz enzimleri ile farkli inkiibasyon
stirelerinde hidrolizlerinin gergeklestirilmesi ve elde edilen hidrolizatlar igerisinde
biyoaktivite 0Ozelliklerinin maksimize edildigi kazein hidrolizat1 iiretiminin
gerceklestirilmesi belirlenmistir. Bu kapsamdaki ilk agamada, en yliksek biyoaktivite
saglayan endopeptidazin ve inkiibasyon siiresinin belirlenmesi, ultrases uygulamasinin
etkinligi belirlenmistir. Bu dogrultuda, iiretilen 6rneklerin TOPSIS ile degerlendirilmesi
ve en uygun Ornegin secilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda 3 farkli endopeptidaz ile
(Neutrase®, Alcalase® ve rTrypsin®), 4 farkl1 inkiibasyon siiresinde (2, 4, 8 ve 12 saat),
ultrases On isleminin varligi ve yoklugu kosullarinda kazein hidrolizatlar1 iiretilmis ve
en yiiksek biyoaktiviteye sahip olan 6rnek TOPSIS ile belirlenmistir (goreli yakinlik
degeri 0,891).

Biyoaktivite 6zelliklerini gelistirmek iizere, secilen endopeptidaz ile birlikte iki farkli
ekzopeptidazin (Flavourzyme® ve Protana™ Prime) ayr1 ayr1 ve birlikte kullanimlar1 da
denenmistir. Bu dogrultuda iiretilen hidrolizatlarin analizleri de gergeklestirilmis ve en

ylksek biyoaktiviteye sahip olan 6rnek TOPSIS ile belirlenmistir (goreli yakinlik degeri
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0,857). Sonug olarak Flavourzyme® ve Protana™ Prime enzimlerinin es degerli olarak

kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.

Yiiksek biyoaktiviteye sahip kazein hidrolizati iiretiminde islem kosullarinin
optimizasyonu asamasinda belirlenen enzimler ile optimum islem kosullariin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda, yanit yiizey yontemi kullanilacak ve gerekli
deneysel tiretim kosullart CCRD deneme plani segilerek belirlenecektir. Faktor olarak
inkiibasyon siiresi, enzim konsantrasyonu ve ultrases siddeti ¢alisilmistir. Inkiibasyon
stiresi 10-20 saat, ekzopeptidaz konsantrasyonu %0-1,0 (kazein bazinda) ve ultrases 6n
islem stiresi 0-30 dakika araliginda belirlenmis ve iiretilen hidrolizatlarin biyoaktivite
analizleri gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonrasinda segilen faktorlerle, bu
faktorlere bagli degisimleri istatistiksel olarak agiklanabilen (modellenebilen)
biyoaktivite 6zelliklerinin maksimum oldugu (serbest radikal siiplirme kapasitesi, metal
baglama kapasitesi, ACE inhibisyonu ve a-amilaz inhibisyonu) kosullar saptanmustir.
Bu dogrultuda, 20 saat inkiibasyon siiresi, %0,5 ekzopeptidaz konsantrasyonu ve 30
dakika ultrases On islemi kosullarinda, en yiiksek biyoaktivite 6zelliklerine sahip kazein
hidrolizatinin iiretilebildigi belirlenmistir. Optimizasyonda “istenilirlik fonksiyonu”
degeri 0,927 olarak belirlenmistir. Daha sonrasinda, yapilan bu optimizasyonun
deneysel dogrulamasit da gerceklestirilerek, gida katki maddesi olarak iiretimleri

yapilmistir.

Optimum  kosullarda iretimleri gergeklestirilenyiiksek biyoaktiviteye sahip
hidrolizatlarin %1, %5 ve %10 oranlarinda ayran Orneklerine katki maddesi olarak
eklenmistir. Orneklerin duyusal olarak degerlendirmelerinde 1.giin depolama
kosullarinda en ¢ok begeniyi 13,02 puanla kontrol 6rnegi olurken, 7. ve 14.giin

depolamada tiiketiciler tarafindan begenilen % 1, % 5 ve kontrol 6rnekleri bulunmustur.

98



6. ONERILER

Farkli Enzim Kombinasyonlarinin Degerlendirilmesi: Calismada kullanilan enzim
kombinasyonlarinin diginda, yeni nesil endopeptidaz ve ekzopeptidazlarin biyoaktiviteye etkisi

incelenebilir. Ozellikle mikrobiyal kaynakl1 enzimlerin potansiyeli arastirilabilir.

Ultrases Parametrelerinin Gelistirilmesi: Ultrases 6n isleminin daha farkli siire ve genlik
kombinasyonlar1 ile uygulanarak biyoaktif 6zelliklere etkisi detaylandirilabilir. Ayrica, kesikli

ve siirekli ultrases uygulamalarinin karsilagtirmali analizi yapilabilir.

Saklama Kosullarinin Etkisi: Optimum kosullarda iiretilen kazein hidrolizatlarinin uzun siireli
depolama stabilitesi degerlendirilerek, endiistriyel uygulamalarda kullanim potansiyeli

artirilabilir.

Gida Matrislerinde Uygulanabilirlik: Calismada ayran matrisi kullanilmistir. Farkli siit tirtinleri
(yogurt, kefir vb.) ve bitkisel bazli iceceklerde kazein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zelliklere

etkisi arastirilabilir.

Biyoaktivitenin Mekanizmasinin Aydinlatilmasi: Elde edilen hidrolizatlarin biyoaktif peptit
profili detaylandirilarak, hangi peptitlerin spesifik olarak ACE inhibisyonu, antioksidan veya
antidiyabetik aktivite gosterdigi belirlenebilir.

Endiistriyel Uygulamalar: Elde edilen kazein hidrolizatlarinin gida endiistrisinde fonksiyonel
gida bileseni olarak kullanimina yonelik pilot Olgekli liretim ve uygulama calismalar

yapilabilir.

Biyoaktif kazeinlerin saglik iizerinde cok cesitli olumlu etkiler sundugu agikca ortaya
konmustur. Antihipertansif, antimikrobiyal, immiinomodiilator ve antioksidan 6zelliklere sahip
bu peptitler, fonksiyonel gida tiriinlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak,
kazein tiiketiminin bireysel saglik durumu ve alerji durumlarina gore dikkatlice izlenmesi
gerektigi unutulmamalidir. Gelecekte, kazein ve kazein peptitlerinin daha ayrintili olarak
incelenmesi, potansiyel saglik yararlarinin daha da netlesmesine ve yeni tedavi yontemlerinin

gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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