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Oz: Balik atiklar1 besinsel agidan degerli, fonksiyonel dzelliklere sahip ve kolay
sindirilebilir, ekonomik degeri yiiksek proteinli iirlinlere doniistiiriilebilirler.
Balik isleme atiklarindan kullanilabilir gida ve biyoaktif bilesiklerin doniistimii
ile ilgili caligmalara ve ticari iiretime agirlik verilmistir. Balik protein
hidrolizatlar1 (BPH) ticari iirlin olarak fonksiyonel gida, hayvansal yem, organik
giibre ve evcil hayvan gidasi olarak kullanildigi gibi BPH’ lariin igerdikleri
nutrasotik 06zellikteki biyoaktif peptitler ile antihipertensif, antitrombotik,
antikanser, immunomodulator ve antioksidan aktivitesi gosterdikleri icin tip ve
farmakolji alaninda da degerlendirilmektedir. Hidrolizatlarinin besleyici
ozelliklerinin, diger protein hidrolizatlarindan daha dengeli ve iistiin oldugunu
gostermektedir. Protein hidrolizati iiretmek i¢in kimyasal ve enzimatik olmak
iizere iki farkli yontem kullanilmaktadir. Son zamanlarda; daha diisiik sicaklik,
basing ve 5-8 arasi bir pH aralig1 kullanildig i¢in enzimatik yontemle hidrolizat
iretimini daha cazip hale getirmistir. Hidrolizasyonun en etkili gostergesi hidroliz
derecesi (HD(%)) olarak kullanilmistir. Yapilan calismalardan elde edilen
bulgulara gore, protein geri kazanimi igin pargalanmis peptit baglarmin daha
yiiksek olmasi, HD(%)’ nin yiikselmesine neden olmaktadir. Kugik molekl
agirligina sahip proteinlerin suda daha fazla ¢oziiniirliigii, hidrolizatin protein geri
kazanimmi artirarak, fonksiyonel Ozelliklerini daha kullanilabilir hale
getirmektedir. Aragtirmalarda elde edilen farkli degerlerin balik tiirlerine, atik
kompozisyonuna, enzim tiiriine, hidroliz yontemine (sicaklik, siire ve enzim
oran1) goére degisebilecegi gorilmektedir. Bu arastirmada balik isleme
atiklarindan enzimatik hidroliz yontemi kullanilarak balik protein hidrolizati
iiretimi konusu derlenmistir.
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Abstract: Fish waste can be transformed into nutritionally valuable, functional
and easily digestible protein products with high economic value. Studies on the
transformation of usable food and bioactive compounds from fish processing
wastes and commercial production were focused. Fish protein hydrolyzates
(FPH) are used as functional food, animal feed, organic fertilizer and pet food as
commercial products, as well as in the field of medicine and pharmacology as
they show antihypertensive, antithrombotic, anticancer, immunomodulatory and
antioxidant activities with the nutraceutical properties they contain. It shows that
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Keywords the nutritional properties of fish hydrolyzates are more balanced and superior than
Fish waste, other protein hydrolyzates. Two different methods, chemical and enzymatic, are
Protein hydrolysate, used to produce protein hydrolyzate. Recently; It has made the production of
Enzymatic hydrolysis.

hydrolyzate by enzymatic method more attractive as it uses lower temperature,
pressure and a pH range of 5-8. The most effective indicator of hydrolysis was
used as HD (%). According to the findings obtained from the studies conducted,
it has been determined that higher cleaved peptide bonds for protein recovery
cause HD (%) to increase. It has been reported that proteins with smaller
molecular weights have greater solubility in water, thus increasing the protein
recovery of the hydrolyzate and making its functional properties more useful. It
is seen that the different values obtained in the studies may vary according to the
fish species, waste process, enzyme type, hydrolysis method (temperature, time
and enzyme ratio). In this study, the production of fish protein hydrolyzate from
fish processing wastes by using enzymatic hydrolysis method was compiled.

1. Giris

Diinyada artan niifusun, protein ihtiyacinin desteklenmesi igin su tirtinleri yetistiriciligi en hizl
biiyiiyen gida iiretim sektoriidiir (FAO, 2018).Ulkemizde balik atiklarmin bir kismindan genellikle
biyolojik degerliligi ve ekonomik degeri diisik balik unu elde edilmektedir. Geri kalam1 da
degerlendirilmeden kirlilik etmeni olarak ¢evreye atilmaktadir. Halbuki bu kaynaklar besinsel agidan
degerli, fonksiyonel 6zelliklere sahip ve kolay sindirilebilir, ekonomik degeri yiiksek proteinli Grlinlere
dontstirilebilirler (Ceylan, 2018; Ucar, 2020). Genel olarak, fileto olarak degerlendirilen baliklarin %
60-70° ini balik kafalari, deri, pul, kemik, i¢ organlar ve islenemeyen et pargalar1 olusturmaktadir.
Avrupa Birligi, Altinct Cevre Eylem Plani’nin dort dnceliginden biri olarak atik yonetimi belirlenmis
ve atigin kaynaginda onlenmesinin yani sira geri doniisiimiin tesvik edilmesi, kagimilmaz olan atigin
kaynak olarak kullanimi ve ek dogal kaynaklarin ¢ikarilmast AB atik yonetimi politikalarinin ana
unsurlarin teskil etmistir. Bu nedenle, bu iilkelerde balik isleme atiklarindan kullanilabilir gida ve
biyoaktif bilesiklerin elde edilmesi ile ilgili calismalara ve ticari iiretime agirlik verilmistir. Ulkemizde
ise bu atiklarin ¢ok az bir kism1 hayvan yeminde kullanilmak tizere cuzi bir {icretle balik unu tireten
fabrikalara satilmaktadir. Fakat buradan elde edilen balik ununun biyolojik degerliligi oldukga diisiiktiir.
Geriye kalani ise degerlendirilemeden direkt kirlilik unsuru olarak ¢evreye birakilmaktadir. Balik
protein hidrolizat dretimi (FPH) ile elde edilen hidrolizat geleneksel balik unu firetimi ile
karsilastirildiginda, bir¢ok farkli amagla kullanilabilecek 6zelliklere sahip bir tirtin olarak katma degeri
yiiksek bir tiriin haline doniistiiriiliir. Protein hidrolizi Gretmek igin kimyasal ve enzimatik olmak Uzere
iki farkli yontem kullanilmaktadir. Kimyasal yontemde, yiiksek sicaklik (120 °C) ve basing (100 kPa)
altinda asit veya alkali kosullar uygulanmaktadir. Bu yontem daha ekonomik iiretim maliyetine sebep
olsa da hidrolizatta arzu edilen fonksiyonel 6zelliklerinin kaybolmasina ve ekipman korozyonuna sebep
oldugu icin son yillarda ¢ok tercih edilmemektedir. Enzimatik yontemde ise, daha diisiik sicaklik, basing
ve 5-8 arasi bir pH aralig1 kullanildigi i¢in bu dezavantajlarin biiyiik bir gogunlugu olugsmaz. Bu durum,
son zamanlarda enzimatik yontemle hidrolizat {iretimini daha cazip hale getirmistir (Diniz ve Martin,
1997; Sathivel ve ark., 2005; Slizyte ve ark., 2005). Yiiksek katma degerli protein hidrolizatlarin1 (PH)
iiretmek i¢in iyi tanimlanmis protein hidrolizatlar1 enzimatik yontemle iiretilmistir. Proteinler kolaylikla,
diisiik sicaklik ve pH kosullarinda deaktive edilir. Balik ve atiklarindan protein hidrolizat: iiretmek i¢in
ticari olarak kullanilan bir¢ok enzim bulunmaktadir. Bromelain (Aspmo ve ark., 2005) ve papain (Hoyle
ve Merritt, 1994) gibi bitkisel kaynakli, kimotripsin, tripsin (Simpson ve ark., 1998) ve pepsin (Viera
ve ark., 1995) gibi hayvansal kaynakli veya alkalaz, nétraz, flavourenzim, protameks ve proteaz N
(Kristinsson ve Rasco, 2000a; Guérard ve ark., 2001; Liaset ve ark., 2002) gibi mikrobiyolojik kaynakli
enzimler balik protein hidrolizatinin {iretiminde kullanilmistir. Enzimatik hidroliz, g¢esitli enzimlerin
kullanimi sayesinde, iireticinin en iyi iirlinii elde etmesine olanak saglamaktadir. Su liriinlerinden protein
hidrolizatinin ticari bir {iriin haline doniistiiriilebilmesi icin degerlendirilemeyen ve avcilik yoluyla
iiretim miktar1 yiliksek olan tiirlerin tespitine yonelik ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Arastirma
kapsaminda ikincil verilerden yararlanilmis olup, balik atiklarinin degerlendirilmesi, hidrolizat
yontemlerinin karsilagtirilmasi ve iiretim asamalart ile ilgili olarak bilimsel ¢alismalar incelenmis olup,
literatiire katki saglamasi ve farkindalik olusturmasi amaciyla bu derleme ¢alismasi hazirlanmistir.
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1.1. Balik atig1 proteinleri

Balik atiklarinda 6nemli miktarda protein bulundugu bildirilmektedir. Raghavan (2008), balik
atigindaki protein miktariin baliktaki toplam proteinin % 10-20'sine kadar (agirlik/agirlik)
bulunabilecegini bildirmistir. Baliktaki pullar ve deriye ek olarak balik kemigi ¢ok iyi bir kolajen ve
jelatin kaynagidir. Balik ve kabuklu deniz hayvanlar1 kas proteinleri sarkoplazmik, miyofibriler ve
stroma proteinleri olmak iizere ii¢ ana gruptan olusur. Sarkoplazmik proteinler (su veya diigiik tamponlu
¢ozeltilerde ¢oziilebilir), sarkoplazmada mevcut olan, yaklasik olarak toplam kas dokusu proteininin %
15-35'ini kapsar. Bu proteinler esasen enerji ile iligkili kreatin kinaz, aldolaz, gliseraldehit ve 3 fosfat
dehidrojenaz gibi enzimlerden olusur. Tirlere bagl olarak miyoglobin ve hemoglobin gibi pigmentli
proteinler suda ¢oziinlir protein siifinda bulunabilirler. Sarkoplazmik proteinlerin igerigi ve bilesimi
tiirler arasinda degisiklik gdsterebilir. Ornegin baz1 yumusakcalarda hemoglobin yoktur. Ayrica, baliklar
ve memeli sarkoplazmik proteinleri arasinda kompozisyon igerikleri bakimindan da farkliliklar
goriilebilecegi bildirilmistir (Belitz ve ark., 2004). Ornegin balik miyoglobini sistein amino asitini
igerirken, buna karsilik memeli myoglobini bu aminoasiti igermemektedir. Myofibriller proteinler,
yiiksek tuzlu ¢ozeltilerde ¢oziinen yapisal proteinlerdir. Bu proteinlerin orani balik kaslarindaki toplam
proteininin % 65-75'ini kapsar. Yapisal proteinler igerisinde en ¢ok orana sahip olan aktin ve miyosin,
kaslarin kasilmasindan sorumlu iki kas proteinidir. Miyosin yapisal proteinlerin % 50 ile % 58 arasinda
aktin ise % 15-20 arasinda kapsamaktadir. Miyosin iki agir (223 kDa) ve iki hafif zincir (22 ve 18 kDa)
iceren biiyiik bir molekiildiir. Molekiil hafif zincirleri igeren bolgeler ve agir zincirlerin 6nemli bir kismi
iki tane aym kiiresel kafa yapisina sahiptir. Kuyruklar, agir zincirlerin ¢ok uzun a-heliks olusturdugu
birbirini saran sarmallar olustururlar (Sekil 1A) (Blaber, 2001). Aktin iki sekilde olusur: kiiresel
monomer G-aktin ve miyosine baglanan biiyiik bir polimer olan F-aktin dir. Ince filamentler kas
kasilmasini diizenleyerek ¢ok 6nemli bir rol oynar (Sekil 1B) (Anonim, 2006). Diger kasilma ile iligkili
yapisal ve diizenleyici proteinler ve miyofibriler proteinleri, tropomiyosin, troponin, aktinin, desmin,
nebdlin ve C ve M proteinleridir.
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Sekil 1. (A) Myosinin ve (B) aktinin yapisal sekli.

Agirlikli olarak kolajen, geri kalan kismi elastin ve jelatinden olusan bag dokusu veya stroma
proteinleri, ortalama olarak toplam kas proteininin % 3"%inii olusturur. Balik derisi, kemikler ve
pullardaki kollajen, kas dokuda da, énemli bir yapisal proteindir. Bu tiglii sarmal protein ve kismen
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hidrolize edilen sargili form olan jelatin, polar olmayan glisin, valin, alanin, prolin ve hidroksiprolin
amino asitleri acisindan zengindir. Hidrofobik amino asitlerinden prolin, lipid peroksidasyonunun ve
anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE)' in 6nlenmesinde énemli rol oynar.

1.2. Balik protein hidrolizat Gretimi

Hidroliz, su kullanilarak iki molekiil arasindaki baglantinin koptugu bir islemdir. Proteinler,
hidrolize edilirken daha kiiciik peptitlere ve serbest amino asitlere hidroliz olurlar. Sekil 2’de bir
dipeptitin iki serbest amino aside hidrolizi gosterilmistir (Anonim, 2009). Hidroliz islemine
hammaddenin kompozisyonu, enzim tipi, su, endojen enzimlerin inaktivasyonu, pH, sicaklik ve
zamanin etkili olabilecegi 6ne siiriilmektedir (He ve ark., 2013).

Protein
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N—C_—_C _—N—C_C
1_1_|

Peptid bag:y
Sekil 2. Bir dipeptidin iki serbest aminoasite hidrolizi

Hidroliz hem kimyasal hem de enzimatik olarak gergeklestirilebilir. Kimyasal hidroliz i¢in asit
veya baz kullanirken, enzimatik hidroliz enzimler tarafindan katalizlenir. Kimyasal hidroliz, yiiksek
protein geri kazanimi, hizli isleme ve diisiik maliyet nedeniyle her ne kadar popler olsa da, bahsedilen
fizikokimyasal ve biyoaktif islevselliklerinde zayifliga neden oldugu i¢in hidrolizat kalitesini kontrol
etmek olduk¢a zordur. Bu dezavantajlar, kimyasal yontemle elde edilen protein hidrolizatlarinin
yiyecek, icecek ve ilag sektoriinde kullanimini 6nemli derecede simirlandirmaktadir. Giintimiizde
kimyasal yontemle elde edilen hidrolizatlar, sadece gilbre ya da laktik asit bakterilerinin gelisimi igin
azot kaynag gibi diisiik degerli iiriinler i¢in kullamlmaktadirlar. Ote yandan, enzimatik hidroliz ile
karsilastirildiginda stireci kontrol etmek genellikle zordur ve ayrica asirt pH, basing ve sicaklik
kullanildig: i¢in besinsel kalite azalmakta ve tutarsiz fonksiyonel 6zelliklere sebep olabilmektedir
(Slizyte, 2004). Diger dezavantajlar1 ise; sindirimin ardindan nétralizasyon i¢in asirt miktarda NaCl
kullanimi, esansiyel aminoasit triptofanin tahribati ve lezzet arttiricilar olarak hidrolizatlarin kisitli
kullanimina sebep olmasi sayilabilir (Hordur ve ark., 2000). Asit hidrolizi alkaliden daha populerdir
¢linkii alkali hidroliz i¢in kullanilan kimyasallar, ¢ogunlukla hidrolizin besleyici degerine ve
fonksiyonel 6zelliklerine olumsuz etki ederler. Enzimatik yontemde ise, daha diistik sicaklik, basing ve
5-8 aras1 bir pH aralig1 kullanildig1 i¢in bu dezavantajlarin biiyiik bir ¢ogunlugu olusmaz. Bu durum,
son zamanlarda enzimatik yontemle hidrolizat iiretimini daha cazip hale getirmistir. Yiksek katma
degerli protein hidrolizatlarim1 (PH) {iretmek i¢in iyi tanimlanmis protein hidrolizatlart enzimatik
yontemle iiretilmistir. Proteinler kolaylikla hafif sicaklik ve pH kosullarinda deaktive edilir. Ureticinin
arzu edilen nihai {irline dayali en iyi iiriinii elde etmek igin farkli kaynaklardan gelen ¢esitli enzimlerin
kullanimina olanak saglanmaktadir (Pasupuleti ve Braun, 2010). Balik yan iiriinlerinden ayn1 anda
protein ve yagi elde etmek i¢in enzimatik hidroliz kullanmistir (de Oliveira ve ark., 2017). Enzimatik
hidroliz, hidrolizin besinsel kalitesi ve fonksiyonel 6zellikleri bakimindan daha iyi kaliteye sahip oldugu
icin gelecekte daha populer olacagi diigiiniilmektedir. Enzimatik hidroliz ayrica fizikokimyasal,
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fonksiyonel ve / veya duyusal ozellikleri iyilestirmek veya degistirmek i¢cinde kullanilmaktadir. Saglik
icin gerekli esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler FPH'de bol miktarda bulunmaktadir (Idowu ve
ark., 2019). Balik protein hidrolizatlarinin fonksiyonel 6zellikleri, protein kaynaklarina, kullanilan
proteazlara, hidroliz derecesine, reaksiyonun siire ve sicakligina ve tampon pH'sina gore degisirken,
duyusal 6zellikleri ise kullanilan proteolitik enzim tiiriine ve hidroliz reaksiyon kosullarinin etkisine
bagh olarak degismektedir. Bunlar igerisinde 6zellikle hidroliz derecesi, bir proteoliz degerlendirme
parametresi olarak kullanilmaktadir ve farkli protein hidrolizatlarinin karsilagtirilmasinda da bir
gosterge olarak degerlendirilmektedir. Cizelge 1°de kimyasal ve enzimatik hidrolizin karsilastirilmasi
verilmigtir. (Sanmartin ve ark., 2009).

Cizelge 1. Balik protein hidrolizat1 liretiminde kimyasal ve enzimatik hidrolizin karsilastiriimasi

Hidrolizat Ydntemi Avantajlar Dezavantajlari
Kimyasal Ydntem Yiiksek protein geri kazanim  Acilik
(asit ve alkali) Kisa iglem siiresi Kéth fonksiyonel dzellikler
Diisiik isleme maliyeti Yiiksek tuz igerigi

Metallerin metal agindirmasi
Tepkimenin zor kontrolii
Lysino-alanin ~ gibi  toksik  maddeler
olusturmasi
Insanlar viicudu tarafindan emilmeyen D-
amino asitlerin olusumu
Enzimatik Ydéntem Daha az ac1 hidrolizat liretimi ~ Yiiksek isleme maliyeti

Fonksiyonlarin ve Uzun iglem siiresi

Besleyici degerin korunmast

Son tirtinde diisiik tuz igerigi

Homojen hidrolizat Gretimi

Benjakul ve Morrisey (1997), pasifik merlaninin kati atik proteinleri i¢in optimum hidrolize
kosullarmi 9.5 pH, 60 derece hidroliz sicakligi, 60 dakika hidroliz siiresi ve kat1 atik ve tampon karigim1
icin (1:1 w/v) 20 Alkalaz kg’lik enzim seviyesi olarak bulmuslardir. Ayrica hidrolizatlarin aciligini
azaltabilecegi ve alkalazin diger proteazlara gore daha az aci hidrolizatlar ortaya ¢ikardigi da tespit
edilmistir

1.3. Enzimatik hidroliz

Enzimler, gida endiistrisinde istenilen reaksiyonun katalizlenmesinde ve yiiksek degerli
tirlinlere donistiiriilmesinde biiyiik oranlarda kullanilmaktadir . Proteolitik enzimler, ekonomik olarak
en Onemli enzim gruplaridir . Proteolitik enzimlere proteazlar, proteinazlar ve peptitazlar da denir.
Ozelliklerine bagli olarak proteolitik enzimler, degisen sekanslar ve uzunluklardaki peptitleri veren iki
amino asit arasindaki peptit bagim koparirlar. Endopeptitazlar, peptit zincirindeki peptit baglarmi
parcalayip biiyiik peptitler liretirken, ekzopeptitazlar zincirin sonundaki peptit baglarini pargalayarak
dipeptitler ve serbest amino asitler olustururlar. Enzimler, ayn1 zamanda aktif baglant1 bolgelerine gore
de siniflandirilabilirler. Ornegin sistein endopeptitazlari, aktif bolgelerinde oldukga reaktif bir sistein
kalintis1 igerirler (Neil ve ark., 2013). Proteinlerin enzimatik hidrolizi, zaten hammadde i¢inde mevcut
olan endojen enzimlerle veya ticari enzimlerin eklenmesiyle gergeklestirilebilir. Endojen enzimler,
proteini ¢Oziindiirmeye ve hidrolizati arttirmaya yonelik ticari enzimlere gore daha fazla hidroliz
isleminde verimli olabilirler. Karaciger ve bagirsak gibi hammadde fraksiyonlar1 yiiksek endojen
proteolitik aktiviteye sahiptirler. Endojen ve ticari enzimlerin eszamanli kullanimi, daha yiiksek
hidrolizat verimlerinde tek basina ticari enzim kullanmasindan daha yiiksek verim alinmasina sebep
olabilirler. Bununla birlikte, ticari enzimlerin tek basina kullanilmasi, elde edilecek triinun ézelliklerini
kontrol etmede daha etkili olacaktir. Kontrollii ve yeniden iiretilebilir islemler son derece 6nemlidir ve
bu nedenle hammadde turiine goére endojen enzimler énce etkisiz hale getirilir ve ticari enzimlerin
eklenmesi bundan sonra gerceklestirilir. Proteazlar hayvan, bitki ve mikrobiyolojik kaynaklardan
tiiretilmektedir. Baz1 bitki kaynaklarindan ekstrakte edilen enzimler arasina papain, bromelain ve
keratinaz sayilabilir. Hayvanlardan ekstrakte edilen enzimler arasinda ise tripsin, kimotripsin, pepsin ve
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renin sayilabilir. Bitki ve hayvan proteazlarinin pazardaki mevcut talebi karsilayamamasi nedeniyle,
mikrobiyal proteazlara olan talebin artmasi da s6z konusudur (Kristinsson ve Rasco, 2000). Bakteriyel
proteazlar siklikla protein hidrolizatinin tiretiminde kullanilir. Bunlar esasen nétr veya alkalidir ve
Bacillus cinsi bakteriler tarafindan firetilirler. Notr proteazlar, 5-8 pH araliginda aktiftir ve diigiik
sicaklik toleransina sahiptir. Alkali proteazlar, 7-10 pH araliginda aktiftir ve genis 6zgiilliige sahiptir.
Protein hidrolizatlari {iretmek i¢in ¢ok ¢esitli ticari enzimler kullanilmistir ve bunlar alkalaz (subtilisin),
bromelain, kimotripsin, katapsin, Corolaz 7089, Korolaz PP, Denazyme AP, fisain (ficin),
Flavourenzim, pankreatin, papain, pepsin, plazmin, Protameks R, Proteinaz K, Proteks 6L, Notraz,
Seabzyme, termolizin, tripsin ve birka¢ diger proteaz bitkilerden, mikroorganizmalardan ve hayvan
dokularindan tiiretilmistir (Tveit, 2014). Alkalaz, deterjan endustrisi icin Novo Nordisk (Bagsvaerd,
Danimarka) tarafindan gelistirilen Bacillus licheniformis'den Gretilen bir alkali enzimdir. Bu enzimin,
balik protein hidrolizatin1 hazirlamak igin kullanilan en iyi enzimlerden biri oldugu kanitlanmigtir
(Benjakul ve Morrissey, 1997). Shahidi ve ark. (1995), alkalaz tarafindan iiretilen balik protein
hidrolizatinin daha iyi fonksiyonel 6zelliklere, ¢ok iyi bir azot verimi ile yiiksek bir protein igerigine,
kasin i¢erdigi amino asit kompozisyonuna benzer ve nétraz gibi diger enzimlere kiyasla daha yiiksek bir
besleyici degere sahip oldugunu belirtmislerdir. Cizelge 2’ de balik protein hidrolizat tiretiminde
kullanilan ticari enzimlerin 6zellikleri verilmistir (Vercruysse ve ark., 2005).

Cizelge 2. Balik protein hidrolizat {iretiminde kullanilan enzimler

Enzimler Orijini Ozgiinliik
Alkalaz Bacillus licheniformis Dar, esas olarak hidrofobik aminoasitler igin
Notraz Bacillus Dar, baslica Leu ve P i¢in
amyloliquefaciens
Papain Papaya Genis, endoproteaz
a-Kemotripsin Bovine pancreas Treonin, Triptofan, Fenilalanin, Lésin C-
terminalinde
Flavourenzim Aspergillus oryzae Endoprotidaz ve Ekzoproteaz karisimi

1.3.1. Enzimatik hidroliz iiretim basamaklari

Enzimatik hidrolizle balik protein hidrolizati iretiminde ii¢ ana islem basamag:
kullanilmaktadir. Bunlar; 6n hidrolizasyon, hidrolizasyon ve geri kazanim asamasidir. Sekil 3 de,
enzimatik yontemle balik protein hidrolizati iiretmek i¢in kullanilan akis diyagrami gosterilmektedir (He
ve ark., 2013).
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Sekil 3. Enzimatik yontemle balik protein hidrolizati tiretmek i¢in kullanilan akis diyagrama.
1.3.2. On hidroliz

On hidrolizasyon basamagmnin amaci, sonraki basamakta olan hidrolizasyon asamasi igin
homojen hale getirilmis diisiikk yag icerigine sahip su-kiyma karisimlari hazirlamaktir. Bu nedenle,
hidroliz asamasindan Once ticari enzimler eklenmeden, kiyilmis hammadde su ile karistirilir. Bu,
enzimlerin substrata kolay erismesini saglar. Bu islem sediman fazindaki ¢oziiniir bilesenlerin geri
kazanimini saglayarak hidrolizat verimini artirir ve proteinin artmasina neden olur. Slizyte ve ark.,
(2005), kullanilan enzim tiiriinden daha ziyade fazla su eklemenin verimi daha iyi etkiledigini
belirtmistir. Bunun olumsuz tarafi, yag veriminin diismesi ve emiilsiyonun artmasina neden olmasidir.
Bununla birlikte, ilave edilen su sonrasinda, kurutma veya konsantre etmek gibi suyun uzaklastirilmasi
icin ek islemlerin yapilmasini zorunlu hale getirmektedir. Bu sekilde, hidroliz maliyeti hem endojen
enzimlerin inaktivasyonuyla hem de su ve ticari enzimlerin eklenmesiyle artar ve bu faaliyetlerin
gerekliligi, arzulanan tiriiniin kalitesiyle baglantili olarak belirlenmelidir. Benjakul ve Morrissey (1997)
balik atiklar1 6giitiildiikten sonra esit miktarlarla (agirlik/agirlik) su ile karigtirilarak homojen bir su-
kiyma bulamaci elde etmisler ve iiriine daha fazla su eklemenin protein geri kazanimini arttirmadigini,
ancak suyun azaltilmasinin protein hidrolizatlarinin su ugurma oraninin azaltilmasina sebep olacagin
one siirmiislerdir.

1.3.3. Hidrolizasyon

Hidrolizasyon i¢in segilen enzim, 6n islem basamagindan sonra elde edilen sulu bulamag igine
homojen bir sekilde karistirilir. Isleme sicaklign ve pH, segilen enzimin en uygun degerlerine gore
ayarlanir. Hidroliz, yaklasik 30 dakika siire ile enzimleri 90 °C'de inaktif ederek son bulur.

Pepsin gibi pH degeri asidik olan enzimler diisiik pH da mikrobiyal biiylimeyi engelleyebilir.
Ancak asidik pH atmosferi asir1 hidrolizasyona sebep oldugu igin proteinin geri kazaniminin diisiik
olmasina, triptofan amino asitinin yikimina, zayif fonksiyonel 6zelliklere ve besinsel kalitenin diisiik
olmasia yol agarlar (Kristinsson ve Rasco, 2000). Bu nedenle, optimum nétr seviyeye yakin pH
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degerine reaksiyona sahip enzimler olan alkalaz, ndtraz ve flavourenzim giiniimiizde daha kapsamli
olarak kullanilmaktadir. Hayvansal veya bitkisel kokenli enzimlere kiyasla, mikrobiyal enzimler daha
avantajlidir. Teknik ve ekonomik agidan bakildiginda, mikrobiyal enzimler 6rnegin alkalazin, balik
proteinlerinden hidrolizat iiretiminde alkali pH'da ¢alisan en verimli enzim oldugu bildirilmistir.
Enzimler ve protein hidrolizatlarinin fonksiyonlari1 arasindaki etkilesimin ayrica balik tiirlerine gore

degistigi saptanmistir (Herpvei ve ark., 2011).
1.4. Hidroliz derecesi (%HD) tespiti

HD (%), peptit baglarimin proteinden ayristigini gdsteren bir indikator olarak degerlendirilir
(Benjakul ve Morrissey, 1997). Hidroliz isleminin etkinligini gosteren hidroliz derecesi (HD), peptit
baglarmin pargalanma yiizdesi olarak tanimlanmistir. Simdiye kadar hidrolizasyonun en etkili gostergesi
HD (%) olarak kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgulara gore, protein geri kazanimi
icin parcalanmig peptit baglarinin daha yiiksek olmasi, HD (%)’ nin yilikselmesine neden oldugu
saptanmistir. Daha kiiglik molekiil agirligina sahip proteinlerin suda daha fazla ¢oziiniirligii, boylece
hidrolizatin protein geri kazaniminin artarak fonksiyonel 6zelliklerini daha kullamilir hale getirdigi
bildirilmistir. Kisaca yapilan ¢aligmalar, hidrolizatlarin fonksiyonel 6zellikleri ile HD (%) arasinda bir
korelasyon olusturdugunu gostermistir (Shahidi ve ark., 1995). Hinsui ve ark. (2016), Skipjack tuna
icorganlarimin HD” sini (% 61.73) Yellowfin tuna’nin igorganlarindan elde edilen hidrolizatin HD’
sinden (% 52.98) yiiksek tespit etmislerdir. Baharuddin ve ark. (2016), alkalaz enzimi ile yapilan yilan
balig1 protein hidrolizatinin hidroliz derecesi (HD %) sonuglarini hidroliz siirelerine bagli olarak 120
dakikada % 36, 180 dakikada % 48, 300 dakikada % 69 HD degerlerini tespit etmislerdir. Ovissipour
ve ark. (2012), alkalaz, protameks, nétraz, flavourenzim ve tripsin 5 farkli enzim kullanarak Pers mersin
baligi igin elde edilen en ylksek HD (%) alkalaz hidrolizatlarinda ve en disiik ise tripsin
hidrolizatlarinda tespit edilmistir.

Yoon ve ark. (2015), Onchorhynchus keta ve Onchorhynchus gorbuscha karaciger ekstraktini,
piyasada bulunan dort farkl: ticari enzimi kullanarak 1 saat hidroliz etmislerdir. Protameks / alkalaz
kompleksiyle elde edilen HD (%)'ler O. keta ve O. gorbuscha igin sirasiyla % 21.7 ve % 23.4 olarak
bulunmustur. HD degerleri, diger proteolitik enzimler i¢cin % 20 ‘den daha diisiik elde edilmistir.
Enzimler olmadan, HD (%) degerleri % 8.9-10.5 araliginda bulunmustur. Enzim tipi ve hidroliz
kosullar1 son Urlin verimi lzerinde belirgin etkilere sahiptir. Elde edilen ¢dzlnir proteinin en yiiksek
geri kazanimlari, alkalaz kullanilarak 50 °C'de hidroliz ile pH 7.0' de elde edilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Onchorhynchus keta ve Onchorhynchus gorbuscha'dan elde edilen protein hidrolizatlarinin

(%HD)
Kontrol Flavourenzim Protameks Notraz Alkalaz Protameks+Alkalaz
O.keta 10.5 13.2 14.4 15.8 14.8 21.7
0.gorbuscha 8.9 15.7 17.1 17.5 18.5 23.4

Baharuddin ve ark. (2016), yilanbalig1 protein hidrolizatinin (EPH) farkli hidroliz derecesinin
(HD) etkisini arastirmiglardir. Hidroliz i¢in, Bacillus licheniformis susundan elde edilen bakteriyel bir
endoproteinaz olan alkalaz kullanilmistir (2.4 Au / g ve yogunluk 1.18 g / ml). EPH'nin alkalaz ile
hidrolizi sirastyla 120, 180 ve 300 dakika hidroliz zamani i¢in % 36, % 48 ve % 69 hidroliz derecesine
neden oldugu bulunmustur. Kog (2016), hamsi (Engraulis encrasicolus) eti ve isleme atiklarin1 Alkalaz
enzimi kullanarak ti¢ farkl: siirede (60, 120 ve 180 dakika) protein hidrolizine tabi tutmus; elde edilen
hidrolizatlarin besleyici, fonksiyonel ve biyoaktif O6zelliklerini incelemistir. Hamsi eti hidroliz
dereceleri; 60, 120 ve 180 dakikalik hidroliz siirelerine gore sirasiyla % 56,7+0.3, % 64,3+0.8, %
67,30,7 olarak tespit edilirken, atik érneklerinde bu degerler % 73,5+0.7, % 78.0+0.7 ve % 79.9+0.7
seklinde ve daha yiliksek bulunmustur. Arastirici, hidroliz derecesi 6zelligi lizerine materyal tipi ve
hidroliz stireleri arasinda 6nemli derecede (p<0.05) interaksiyon oldugunu tespit etmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Hidrolizatlarin hidroliz siireleri bazinda hidroliz dereceleri (%).

Korkmaz (2018), farkli enzimlerle 1,4.5 ve 8 saat hidrolize olan alabalik, hamsi ve mezgit
atiklarindan elde edilen protein hidrolizatlarinin hidroliz dereceleri (% HD) benzer sekilde bu calismada
da, balik atig1 ve enzim tiiriine gére hidroliz derecesinin % 50.92 ile % 74.30 arasinda degistigi
belirlenmistir. Gruplar icinde en yiiksek (HD%) % 74.30 ile alabalik atiginin protameks ile
hidrolizatindan elde edilirken (p<0.05), en diisiik (HD%) % 50.92 ile mezgit atiginin flavourenzim ile
hidrolizinden elde edilmistir. Hamsi atig1 hidrolizatinda ise en yiiksek (HD%) % 68.23 ile flavourenzim

ile elde edilmistir.
1.5. Protein geri kazanimi

Protein geri kazanimi, hidroliz sonrasi protein fazinda bulunan proteinler ile hammadde de
¢oziinlir halde bulunan toplam proteinlerin yiizdesini gosterir. Hidrolizasyonun iiretim basamaginin son
agamasinda, protein hidrolizatlari toz haline getirilir. Balik protein hidrolizatlarinin s1vi formlar1 yiiksek
su igerigine sahip oldugundan bakterilerin kolayca ¢ogalmasina olanak saglarlar ve bu nedenle ¢abuk
bozulabilirler. Balik protein hidrolizatlarinin toz hali, tasimasi daha hafif ve kolay olmasi agisindan sivi
formdan daha uzun siire saklanabilirler. Geri kazamim ig¢in s1v1 hidrolizat soliisyonu 20 dakika boyunca
4000 g'de santrifiij edilerek dort faza ayrilir: iistte yag tabakasi, hemen altinda hafif protein lipit tabakasi
ortasinda hidrolizat soliisyonu ve altta bir yar1 kati katman bulunmaktadir (He ve ark. 2003). Balik
atiklarindan enzimatik hidroliz islemi sonucunda yem hammaddesi, gida katkis1 ve takviyesi, sivi
organik giibre, balik yag1 ve hidroksiapatit gibi katma degeri yiiksek tiriinler elde edilebilir. Sekil 5’ de
stv1 protein hidrolizati elde edildiginde ortaya ¢ikan fazlar gosterilmistir (Korkmaz, 2018).

Halfif protein-lipid Yag
-
S faz Lipid-protein katmani
~ “—
Lipid-protein katmanm
Tortu —
‘*-_... r

Sekil 5. Siv1 protein hidrolizat iiretiminde ortaya ¢ikan fazlar (Korkmaz, 2018).

Shahidi ve ark. (1995), alkalaz, nétraz ve papain kullanilarak kapelin (Mallotus villosus)' den
protein hidrolizatinin ekstraksiyonu iizerine arastirma yapmislardir. Ekstraksiyon sollisyonu ayrica
otolitik hidrolize tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglar, otolitik hidroliz verimi ile karsilastirildiginda
ticari enzimlerle elde edilen protein geri kazamimlarinin % 22.9, % 51.6, % 70'e ulastigin1 ortaya
koymustur. Alkalaz hidrolizi, diger enzimlere kiyasla en yiliksek protein geri kazanimini gostermistir.
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Protein geri kazanimi, hidroliz sonrasi protein fazinda bulunan proteinler ile hammaddede ¢6zinir halde
bulunan toplam proteinlerin yiizdesini gosterir. Ovissipour ve ark. (2009) tarafindan, Pers mersin balig
icin 5 farkli enzim (alkalaz, protameks, notraz, flavourenzim ve tripsin) kullanilarak yapilan hidroliz
calismasinda, alkalaz ile hidroliz edilen balik proteininin 18 saat sonra en yiiksek protein geri
kazanimina (% 83.64) sahip oldugunu gostermistir. Arastiricilar, Pers mersin baligi i¢in alkalaz enzimini
kullanarak protein verimini belirlemede zaman ve sicakligin 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir.
Meldstad (2015), Atlantik morina (Gadus morhua) kafasindan elde edilen protein hidrolizati ile ilgili
calismasinda, en yiiksek protein igeriginin % 88.4 ile taze morinadan Uretilen hidrolizatlatlarda (FPH)
elde edildigi, en diisiikk protein kazaminin ise % 67.7 ile disarida ¢ozdiiriilmiis 6rneklerde oldugu
goriilmiistiir. Korkmaz (2018), Alkali proteaz, protameks ve flavourenzim kullanilarak alabalik, mezgit
ve hamsi atig1 hidrolizatlarinin protein geri kazanimlar (%) en yiiksek protein geri kazanimi mezgit ve
hamsi atiginin protameks ile ve mezgit atiginin alkali proteaz ile hidrolizatindan elde edilirken (p<0.05),
en diislik protein geri kazanimi1 % 73.54 ile mezgit atiginin flavourenzim ile hidrolizinden elde edilmistir
(p<0.05). Alabalik atiginda en yiiksek protein geri kazanimi1 % 89.03 ile alkali proteaz ile tespit edilirken
(p<0.05), bunu protameks ve flavourenzim takip etmistir (p<0.05). Mezgit atiginda en yiiksek protein
geri kazanimi % 95.27 alkali proteaz ve % 95.76 protameks ile saptanirken (p>0.05), en diisiik protein
geri kazanimi % 73.54 flavourenzim ile elde edilmistir (p<<0.05). Hamsi ati1 hidrolizatinda ise en
yiiksek protein geri kazanimi % 95.73 ile protameks ile elde edilmistir.

Aragtirmalarda elde edilen farkli degerlerin balik tiirlerine, atitk kompozisyonuna, enzim tiiriine,
hidroliz yontemine (sicaklik, siire ve enzim orani) gore degisebilecegi goriilmektedir.

2. Sonug ve Oneriler

Atigim kaynaginda 6nlenmesinin yani sira geri dontistimiin tesvik edilmesi, atigin kaynak olarak
kullanim1 ve ek dogal kaynaklarin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Su iirlinleri atiklari kirlilik unsuru
olmaktan ziyade yliksek potansiyele sahip geri doniisiim kaynaklaridir. Balik atiklarindan protein
hidrolizat1 iiretiminde, atigin besin komposizyonunun mevsimsel degisiminin g6zoniine alinmasi
gerektigi  diisiiniilmektedir. Su {riinlerinden protein hidrolizatinin  ticari bir {irlin haline
dontistiiriilebilmesi i¢in degerlendirilemeyen ve avcilik yoluyla iiretim miktar1 yiiksek olan tiirlerin
tespitine yonelik calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Balik atiklarinin enzimatik hidrolizinde alkalin
proteaz enziminin fiyat/fayda bakimindan fizibilite raporunun arastirilmasi ve hidrolizat iiretiminde
onemli bir basamak olan kurutma, iiriin kalitesinin korunmasi amaciyla ¢ogunlukla liyofilizasyon ile
gerceklestirilmekte, bu durum zaman ve maliyet acisindan sikint1 yaratmaktadir. Bu nedenle kurutma
isleminde liyofilizasyonla kalite acisindan rekabet edecek, daha hizli ve diisiik maliyetli yontemlerin
aragtirilmasi onerilmektedir.
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