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Calismada, sigir karaciger hidrolizatlarinin ve diisiik molekiil agirlikli fraksiyonlarinin
biyoaktif ve fonksiyonel Ozellikleri ile farkli peptit fraksiyonlarinin sucugun kalite
ozelliklerine etkileri arastirilmistir. Karacigerin Alkalaz:Protamex (1:1) ile hidrolizi ile
hidrolizat, bu hidrolizatin ultrafiltrasyonu ile farkli molekiiler biiyiikliikte peptit
fraksiyonlari (10 kDa ve 3 kDa) elde edilmistir. Optimum hidroliz kosullari, 45°C'de 24
saat olarak belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda hidrolizatlar (%0.1, %0.3 ve %0.5)
emiilsifikasyon islemi sonrasi emiilsiyon ve lipozomlara eklenmis, 25°C'de 14 giin
depolama siiresince lipit dispersiyonlarinin  oksidatif ve fiziksel stabiliteleri
arastirilmistir. Depolama sirasinda hidrolizat icermeyen emiilsiyonlarda lipit oksidasyonu
daha hizli seyretmistir. Faz ayrimi yalmizca kontrol grubunda 14. giin sonunda
gozlemlenmistir. Peptit fraksiyonlar1 iSe sucuga iki farkli konsantrasyonda (%0.5 3P1,
%0.5 10P1, ve %1 3P2, %1 10P2) ilave edilmis ve kalite 6zellikleri iiretim ve 90 giin
depolama (4°C’de) siiresince incelenmistir. Peptitler (ilave edilen ve fermantasyonla
olusan) sucuktan ekstrakte edilmis, eklenen peptitlerin stabilitesi arastiritlmistir. Sucukta
3 kDa peptitler, kiif ve mayalara kars1 inhibisyon etkisi gostermistir. En diisiik seviyede
protein ve lipit oksidasyonu 10P2’de belirlenmistir. %1 oraninda 10 kDa peptit eklenen
sucuklardan ekstrakte edilen peptitler kontrol grubuna gore iki kat daha yiiksek radikal
yakalama aktivitesi gostermistir ve bu da depolama sirasinda eklenen peptitlerin
stabilitesini ortaya koymaktadir. Duyusal analizde en begenilen grup 10P2 olmustur.
Sonuglar, iiretilen peptitlerin sucuga ilavesinin antioksidan kapasiteyi artirmak ve {iriin
kalitesinin uzun siire muhafaza edilmesini saglamak amaciyla uygulanabilir bir yontem
oldugunu géstermektedir.
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BIOACTIVE PEPTIDE ISOLATION FROM ANIMAL SOURCES AND THEIR
EFFECTS ON QUALITY CHARACTERISTICS OF FERMENTED SAUSAGES
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Investigation of bioactive and functional properties of bovine liver hydrolysates (BLHS)
and their low molecular weight of fractions was aimed. Mixed peptides were prepared
from Alcalase:Protamex (1:1)-hydrolyzed (24 h) bovine liver, and two fractions (3 and
10 kDa) were obtained by ultrafiltration. Optimal conditions were identified as hydrolysis
at 45°C for 24 h, resulting in the generation of BLHs and peptides with the highest
antioxidant activity. BLHs at different concentrations (0.1%, 0.3%, and 0.5%) were added
to emulsions after emulsification and to liposomes. The peptide fractions were applied in
fermented sausage (with inoculated fermentation) at two different concentrations (0.5%
and 1%). Stability of the systems was tested for 14 days of storage at 25°C. Quality
characteristics of fermented sausages containing bioactive peptides (BPs) were examined
during manufacturing, and 90 days of storage (at 4°C). Total peptides (added and
fermentation-induced) were extracted from the sausages, and the stability of the added
peptides was determined. Lipid oxidation occurred more rapidly in emulsions without
BLH during the storage. Phase separation was observed only in lecithin emulsion without
BLH after 14 days. 3 kDa peptides possessed inhibitory effect against molds and yeasts.
10P2 had the lowest protein and lipid oxidation rates. Peptides extracted from 10P2 had
2-fold higher radical scavenging activity than control, indicating the stability of the added
peptides during the storage. In general, sensory score of 10P2 was the highest. The results
suggested that the use of antioxidative peptides in fermented sausages is an applicable
method to improve antioxidant capacity and product’s quality in long term storage.
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1. GIRIS

Niifustaki kiiresel artis, insan viicudundakilere benzeyen amino asitlerin ayirt edici igerigi
nedeniyle et proteini basta olmak iizere gida tiiketimini artirmaktadir (Baldi ve Gottardo
2017, Xiong 2004). Son 20 yilda insan beslenmesinde proteinlerin 6énemi bu konuda
yapilan caligmalarin da artmasiyla giderek O6nem kazanmistir. Bu nedenle piyasa,
tiketicilerin hem ekonomik durumundan hem de beslenme aliskanliklarindan
etkilenmektedir. Tiiketicilerin et ve et {irlinlerine olan talebinin on yilda %14 artmasi
beklenmekte, bu da et endiistrisinin daha fazla sayida besi hayvanini ete doniistirmeye
ve sonug olarak daha fazla yan fiiriin ve atik hacmi liretmeye yonelecegi anlamina
gelmektedir (Alao vd. 2017). Kesimden sonra ortaya ¢ikan yan iiriin miktarina iliskin
veriler canli agirligin yaklasik %66'sim1 olustururken, gelismis iilkelerde verim canli
agirhigin sadece %10-15'i kadardir (Limeneh vd. 2022). Bu durumda, yiiksek besin
degerlerine ragmen 6nemli miktarda yan iiriin yeterince kullanilmamaktadir. Bu yiiksek
kaliteli protein kaynaklarinin imha edilmesinden kaynaklanan yiiksek maliyet ve ¢evre
kirliligi, endiistrinin siirdiiriilebilir uygulamalara yonelimini tesvik etmistir (Hiibel ve
Schaltegger 2022, Martinez-Alvarez vd. 2015). Yan diriinlerin katma degeri yiiksek
irtinlere doniistiiriilmesi, ekonomik ve ¢evresel sorunlarin 6tesinde, artan niifusa karsilik
protein talebindeki artis1 karsilamak ve yetersiz beslenme sorununa ¢éziim tiretmek igin

ideal bir yontemdir (Adesogan vd. 2020, Aspevik vd. 2018)

Insanlarin ¢ogu, saglik iizerindeki etkileri, farkli beslenme aliskanliklar1 ve kiiltiirel
gecmisleri ile ilgili endiseleri oldugu i¢in yenilebilir yan iiriinlerin dogrudan tiiketiminden
kaginmaktadir (Alao vd. 2017). Buna karsilik, yan friinlerin piyasa karlhiliklarinin
diismesi ve bunun sonucunda diisiik fiyat politikas1 kaginilmazdir. Ote yandan, yan
tirtinler, dogru kullanildiginda katma degerli tirlinler iiretmek i¢in kullanilabilecek ytiksek
kaliteli proteinler agisindan zengindir. Bu proteinlerin pargalanmasi, insan sagligini
olumlu yonde etkileyen peptitler olusur. Peptitlerin gida iriinlerine dahil edilmesi,
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle raf dmriiniin uzamasini ve yiizey
aktif ozellikleri ile tekstiiriin iyilestirilmesini saglar (Jayathilakan vd. 2012, Toldra vd.

2016). Dolayisiyla, yan iiriinlerin bunlarla iiretilen yem ve evcil hayvan gidalarindan daha



yiiksek pazarlama degerine sahip olabilecek biyoaktif bilesenlere doniistiiriilmesi, gida

sirketlerine dongiisel bir ekonominin gelismesi i¢in bir firsat sunmaktadir.

Et ve et {riinleri biyolojik olarak kullanilabilir protein, vitamin ve mineralleri icermesi
nedeniyle besleyici degeri yiiksek gidalardir. Ancak, etin islenmesi, depolanmasi ve
pisirilmesi sirasinda olusan bazi bilesikler etin veya et iiriiniiniin Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan karsinojen (grup 1A) olarak siniflandirilmasina neden olmustur.
Aragtirmacilar islenmis et liriinlerinin sagliga zararli olarak nitelendirilmesinin baslica
sebepleri arasinda, N-nitrozo bilesiklerin, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin,
heterosiklik aromatik aminlerin ve lipit oksidasyon dirinlerinin yer aldigini ileri
stirmektedirler (Turesky 2018). Et ve et iiriinlerinde oksidasyon, lipitleri, proteinleri ve et
pigmentlerini etkilemekte, bu sekilde {iriinde renk, tekstiir, aroma ve besin degerinde
kayiplara neden olmaktadir (Lorenzo vd. 2018). Sentetik antioksidanlarin gidalarda
kullanilmasi oksidasyon reaksiyonlarimi geciktirmektedir. Ancak, dogal antioksidanlara
kiyasla daha ucuz ve etkili olmasina ragmen karsinojenik olmalar1 nedeniyle gidalarda

kullanimi1 sinirlidir (Hernandez-Ledesma vd. 2011).

Sigir kiymasi, kofte, taze et ve sosis gibi cesitli et iiriinlerine hidrolizat veya peptit
fraksiyonu ilave edilerek iirlin rengi, lipit oksidasyonu, mikrobiyal kalite ve duyusal
Ozellikleri lizerine etkilerinin aragtirildigi caligmalara literatiirde yer verilmistir (Bougatef
vd. 2018, Pena-Ramos ve Xiong, Przybylski vd. 2016, Wang ve Xiong 2005, Wang vd.
2021, Zhang vd. 2010). Ayrica, fermantasyon siiresince biyoaktif peptit olusumu ve
olusan peptitlerin biyoaktif nitelikleri ortaya konulmustur (Gallego vd. 2018, Mora vd.
2015, Toldra vd. 2018). Et fermantasyonu, mikroorganizmalarin faaliyeti sonucu {iriiniin
giivenligine katkida bulunmasinin yani sira bir dizi fiziksel ve biyokimyasal reaksiyonu
beraberinde getirir. Olusan ugucu ve ugucu olmayan bilesikler ise {irliniin tipik aromast
ve besin degerinden sorumludur (Sharma vd. 2020). Fermente et tiriinleri arasinda sucuk,
ozellikle iilkemizde iiretilen ve karakteristik aromasiyla 6ne ¢ikan bir yari-kuru fermente
et Urlintidiir. Geleneksel sucuk iiretimi dogal floranin etkisiyle gergeklesebildigi gibi,
endiistriyel olarak ticari kiiltiirlerin uygulanmasiyla da gercgeklestirilebilmektedir (Kaban
2013). Ancak, fermantasyon etkisiyle biyoaktif peptit olusumunun {iriine ayrica yapilan

peptit ilavesinden nasil etkilenecegi, ya da ilave edilen peptitlerin fermente bir et



triiniinde ve kompleks bir gida matrisi icerisinde stabilitesinin nasil degisecegi

bilinmemektedir.

Sigir karacigerinden elde edilen hidrolizatlarin fonksiyonel 6zelliklerinin arastirildig bir
calisma literatiirde yer almamaktadir. Arastirmacilar peptitlerin biyoaktif niteliklerinin
korunabilmesi amaciyla emiilsiyon ve lipozom gibi c¢esitli tasiyict sistemlerin
kullanilabilecegini bildirmektedir (Yekta vd. 2020). Ancak, oncesinde bu sistemlerle
tasinmas1 hedeflenen peptitlerin sistem igerisinde hedeflenen biyoaktif 6zelligini
stirdiirebildiginin belirlenmesi gerekir. Glinlimiize kadar yapilan caligmalarin genis
kapsamli olmadig1 goriilmektedir. Peptit fraksiyonlarinin fazla miktarda liretimi ve ilave
edildigi iriiniin kalite niteliklerinin tim ydnleriyle ortaya konulmasi fazla zaman ve
yiiksek maliyet gerektirmektedir. Bu kapsamda, karacigerden {iretilen hidrolizat ve
peptitlerin biyoaktif ve fonksiyonel niteliginin arastirilmasi, sucuga ilave edilen
peptitlerin irlin 6zelliklerine etkilerinin belirlenmesi, iiretim ve depolama siiresince
sucukta peptit ekstraksiyonu gerceklestirerek ekstrakte edilen peptitlerin antioksidan
aktiviteleri ve ugradiklar1 degisimleri ile fermantasyon siiresince yeni peptit olusumu
arasindaki iligkisinin belirlenmesi, ilave edilen peptitlerin stabilitelerinin arastiriimasi

planlanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyoaktif Peptitler

Biyoaktif peptitler (BP), c¢ok sayida bitkisel ve hayvansal protein kaynagindan
iiretilebilmektedir. Uretilen peptitlerin biyoaktif niteligi iiretim ydntemi ve protein
kaynagi ile dogrudan iliskilidir (Samaranayaka ve Li-Chan 2011). Biyoaktif peptitlerin
genel olarak 2 ila 20, bazi kaynaklara gore 30 amino asitten meydana geldigi
bilinmektedir (Ovando vd. 2018). Bu peptitler ana protein yapisinda aktif olmamakla
birlikte protein kaynaginin ekzojen ya da endojen enzimler vasitasiyla degradasyonu
sonucu biyoaktif 6zellik kazanirlar (Korhonen ve Pihlanto 2006). Enzimatik hidroliz BP
tiretiminde yaygin olarak yararlanilan yontemler arasinda yer alirken, cesitli gida isleme
yontemleri, mikrobiyal fermantasyon, gida proteinlerinin gastro-intestinal sindirimi ve
karkasta post-mortem siirecte ve olgunlastirma sirasinda da farkli 6zelliklere sahip
peptitlerin olustugu bilinmektedir (Lafarga ve Hayes 2014). Biyoaktif peptitler kimyasal
yolla da sentezlenebilmekte ve farmasdtik alaninda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Bu peptitler, proteinlerin kasta yer alan endojen enzimler tarafindan ette/et {irlinlinde ya
da gidalar tiiketildiginde midede sindirime ugratilmasi sonucu dogal olarak da meydana
gelmektedir. Bu peptitler ayrica yer fistigi ¢ekirdekleri, piring kepegi, ay¢igcegi, yonca
yapragi, misir gliiteni, yumurta saris, siit, kefir, soya fasulyesi ve hayvansal iirtinler (sig1r,
kanatl ve su tirlinleri etleri ve yan {irlinleri) gibi protein i¢ceren ¢ok sayida gidadan da elde
edilebilirler (Lorenzo vd. 2018, Sarmadi ve Ismail 2010). S6z konusu kaynaklardan
enzimatik hidroliz yoluyla veya fermantasyon sirasinda mikrobiyal enzimler tarafindan
gerceklestirilen proteoliz reaksiyonlar1 biyoaktif peptit olusumu ile sonu¢lanmaktadir.
Fermente sosislerde protein degradasyonu sonucu meydana gelen peptitler ve serbest
amino asitler iirlin lezzetini arttirmakta ve {irlinli fizyolojik olarak daha faydali hale
getirmektedir. Bu noktada, kullanilan starter kiiltiir etkin rol oynamaktadir. Baz1 laktik
asit bakterileri yiiksek proteolitik aktivite gostermekte ve diisiik molekiil agirlikl
peptitleri meydana getirmektedir. Kisa zincir uzunlugundaki peptitler daha yiiksek
biyoaktiviteye sahiptir (Fadda vd. 2010).



Gida kaynaklarindan elde edilen biyoaktif peptitlerin genis bir aktivite spektrumu
tanimlanmistir;  bunlar  arasinda  antimikrobiyal, antioksidan, antitrombotik,
antihipertansif, anti karsinojen, gibi etkilerinin yani sira kardiyovaskiiler, bagisiklik, sinir
ve sindirim sistemleri {izerinde de olumlu etki géstermesi yer almaktadir (sekil 2.1). Bazi
peptitler birden fazla etki gosterebilme yetenegine sahip olabilirler. BP iiretiminde
yararlanilan protein kaynaklar1 arasinda et proteinin, antioksidan ve antimikrobiyal peptit
tiretimi i¢in iyi bir kaynak oldugu diistiniilmektedir (Bah vd. 2013). Ciinkii et proteinleri,
bitkisel proteinlerde genellikle bulunmayan metil histidin ve hidroksimetilisin gibi temel
amino asitleri yiiksek diizeyde igermektedir (Liu vd. 2018). Et, i¢ organ ya da mezbaha
artiklarindan elde edilen protein kaynakli hidrolizatlarin yiiksek oranda biyoaktif peptit
icerdigi, ozellikle diisiik molekiil agirhigina sahip (<3 kDa) peptit fraksiyonlarinin
antioksidan aktivitelerinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica et, balik ve
jelatinden elde edilen protein hidrolizatlarinin aci (bitter) tat olusturma potansiyelinin
daha diisiik oldugu rapor edilmistir (Bhat vd. 2015). Bu kapsamda, organ etleri ve
mezbaha artiklarinin gidalarda katki maddesi olarak kullanilmasinin avantaj saglayacagi
aciktir (Centenaro vd. 2014, Damgaard vd. 2015). Ulkemizde karaciger, begenilerek
tilketilen bir gida olmasina karsin, canli dokuda sigir etine kiyasla 3-5 kat daha fazla
kolesterol icermesi nedeniyle diyet listelerinde yer almayan bir gidadir. Ayrica karaciger,
ilag kalintilar1 ve toksik agir metalleri igerebilmektedir. Rizzetti vd. (2017), sigir bobrek
ve karacigerinin yiiksek oranda veteriner ilag kalintis1 igeren organlar oldugunu
bildirmistir. Belirtilen sebepler nedeniyle, Amerika Birlesik Devletleri’'nde, saglik
tizerine olumsuz etkileri olmasi1 nedeniyle organ etlerinin tiikketimi ile ilgili sinirlamalar
getirilmistir (Jayathilakan vd. 2012). Asya iilkelerinde de organ etlerinin sagliga olumsuz
etkileri nedeniyle gida endiistrisi disinda (hayvan yemi, ilag ve kozmetik sanayi)
kullanilmasina yonelik yasal diizenlemeler oldugu rapor edilmistir (Rahman vd. 2014).
Bu nedenle karacigerden fonksiyonel bir katki maddesi iiretilmesi, iiriine katma deger
katarak farkli bir pazar olusmasina neden olacaktir. Bu kaynaklardan elde edilen
peptitlerin saglik iizerine olumlu etkilerinin yani sira antimikrobiyal ve antioksidan
ozellik gostermeleri, katma-degerli iiriin liretimine ilaveten gida kalitesinin uzun siire

muhafaza edilmesi ve raf Omriiniin uzatilmasi agisindan 6nemlidir.



Antihipertansif

} 1 Hi i
RCCohk iverine)| Hipokolestrolemik

If' 1 etkileri : Diyabeti engelleyici
< P : WA —————— Bagisiklik sistemini diizenleyici
P I Antioksidan  Antimikrobiyal
v : Antikarsinojen
~( " j Biyoaktif ==
1 epti 1 1
S
|
1 2
I . e e .
1 ‘9" Duyusal kalitenin iyilestirilmesi
1 / !

_ ¢"Gida kalitesine | Antioksidan aktivitenin artist
: etkileri ;;Sf;' Biyojenik amin olusumunu azaltmasi

_______ )

Sekil 2.1 Biyoaktif peptitlerin saglik ve gida kalitesi lizerine etkileri (Lorenzo vd. 2018)

Proteoliz, et ve et liriinlerinin olgunlastirilmasi sirasinda temel mekanizmayi olusturan
etkendir. Basta katepsinler olmak iizere kasta yer alan proteinazlar proteinlerin
yikimindan sorumludur. Sonug¢ olarak farkli biiytlikliikte ¢ok sayida farkli molekiil
agirliginda peptitler (6zellikle kiigiik peptitler) (Mora vd. 2009, Sentandreu vd. 2002) ve
serbest amino asitler (Toldra vd. 2000) meydana gelir. Laktik asit bakterilerinin faaliyeti
ile olusan bu bilesikler {irlin lezzetine katki saglamakta, fonksiyonel ve biyoaktif
ozellikleri ile iiriin kalitesini ve saglhigi olumlu yonde etkilemektedir (Toldra vd. 2018).
Peptitlerin biyoaktif 6zellikleri elde edildikleri kaynak, N- ve C-terminalde bulunan
amino asit ¢esidi, amino asit dizilimi, gida tretim prosesi gibi faktorlerden
etkilenmektedir. Kiikiirt iceren amino asitler hiicresel fonksiyonlar ve saglik yoniinden
ele alindiginda onemli etkiye sahip olmalarinin yani sira kelatlama o6zelligi ile agir
metalleri baglayarak antioksidan etki gostermektedir (Colovic vd. 2018). R grubunda
stilfidril igeren peptitler yiiksek radikal sondiirme kapasitesine sahiptir (Liu vd. 2016).
Antimikrobiyal 6zellik gosteren peptitlerin ¢cogunlukla kisa zincirli katyonik peptitler
oldugu ve genellikle molekiil agirliklar1 10 kDa’un altinda, 50°den daha az amino asit
iceren ve igerdigi amino asitlerin %50’ye yakinmin hidrofobik 6zellikte oldugu
belirtilmektedir (Najafian ve Babji 2012, Zambrowicz vd. 2013). Antimikrobiyal
peptitlerin Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler, mikrobakteriler, viriisler ve kiifler
tizerine etkili oldugu bildirilmistir (Bhat vd. 2015, Song vd. 2012). Hayvansal kaynakli
biyoaktif peptitlerin antimikrobiyal etkileri farkl1 mekanizmalarla olmaktadir. Bu konuda

Onerilen baslica mekanizmalar; hiicre membranina baglanarak membran gegirgenligini
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bozarak ya da basglica hiicresel yapilarin ¢alisma diizenini bozarak olmaktadir (Albenzio
vd. 2017, Lafarga ve Hayes 2014). Jang vd. (2008), sigir etinden elde ettigi peptit
hidrolizatlarinin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve Listeria monocytogenes iizerine
antimikrobiyal etkilerini ortaya koymuslardir. Fermente sosislerde biyoaktif peptit
olusumu iirlin giivenliginin arttirilmast ve raf Omriiniin uzatilmasi, karakteristik lezzet
olusumu ve saglik tizerine olumlu etki saglamaktadir. Geleneksel bir iirlin olan sucukta
da s6z konusu etkileri ortaya ¢ikaracak kiiltiirlerin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
Yapilan ¢aligmalar Lactobacillus tiirlerinin daha yiiksek proteolitik faaliyet gosterdigini,
ozellikle lezzet iizerine etkili amino asitlerin olugmasini saglayacak peptidaz aktivitesine
sahip oldugunu ortaya koymustur. Ayrica in vitro calismalar laktik asit bakterilerinin
sarkoplazmik proteinlerin hidrolizinde daha etkili oldugunu, miyofibriler proteinlerin
degradasyonunda da etkili oldugunu, pH’daki azalmaya bagli olarak endojen enzimlerin
faaliyet gostermesi sonucu proteolizin (6zellikle uzun siireli olgunlastirilan et
tirtinlerinde) biyoaktif peptitlerin olusumu ile sonu¢landigmi bildirmistir (Fadda vd.
2010, Vastag vd. 2010).

Arastirmacilar, olumlu etkilerinin yaninda biyoaktif peptitlerin toksisite, alerjenite ve
bitter tat olusturma potansiyeli oldugunu da bildirmislerdir. Toksik 6zellikteki peptitler
histidin, prolin ve asparajin amino asitlerini fazla miktarda icerirler. Toksik olmayan
peptitlerde ise valin, arginin, treonin, glutamin, metiyonin, ldsin, lisin, izoldsin,
fenilalanin ve alanin amino asitlerinin miktar1 fazladir. Losin, tirozin, fenilalanin amino
asitleri ve L dizilimindeki hidrofobik amino asitler C-terminal ugta yer aldiginda peptidin
bitter 6zellik gosterme ihtimalinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Lafarga vd. 2017).
Bir bagka kaynakta ise hidrofobik amino asitlerin N- veya C- terminal uclarda
bulunmayip zincir igerisinde bulunmasi durumunda bitter Ozellikte artis goriildigii
belirtilmistir (Hajfathalian vd. 2019). Ozellikle diisiik molekiil agirliginda peptitlerin (<6
kDa) triin kalitesini ve saglhigi olumsuz etkileyebilecegi géz oniinde bulundurularak,
sucuk tretiminde kullanilacak kiiltiirlerin protein degradasyonundaki roliiniin net bir

sekilde anlagilmas1 gerekmektedir



Enzimatik hidroliz, BP iiretiminde mikrobiyal fermantasyon ile kiyaslandiginda iiretilen
peptitlerin beklentiyi karsilayacak biyoaktif nitelige sahip olmasit bakimindan daha
avantajli bir yontemdir (Cruz-Casas vd. 2021, Najafian ve Babji 2014). Hidrolizde
amaclanan biyoaktif bilesiklerin olusumunu saglayacak uygun bir enzim veya enzim
kombinasyonlarinin kullanilmasi, peptit baglarimin kirilmasi igin yiiksek 6zgiinliik,
tekrarlanabilirlik ve iiretilen peptitlerin tahmin edilebilirligi gibi avantajlar sunar (Tavano
2013). Hidroliz kosullari, kullanilan enzim tiirii, peptitlerin dizilimi ve konfigiirasyonu
ile amino asit bilesimi, peptitlerin biyoaktif ve fonksiyonel o6zellikleri ile yakindan
iligkilidir (Borrajo vd. 2020). Gidalara ilave edilecek peptitlerin proses kosullarina karsi
stabilitesi ve gida matrisi ile reaksiyona girme potansiyeli (Sun ve Udenigwe 2020),
toksisitesi ve bitter tat olusturma potansiyeli (Lafarga ve Hayes 2017), tiiketim sonrasi
biyoyararliligi (Yin vd. 2020), iiretilen gidanin kalite 6zellikleri ve fonksiyonel olarak

tanimlanabilmesi bakimindan Onem arz etmektedir.

2.2 Sucuk

Et fermantasyonu, gida muhafaza yontemi olarak ortaya ¢ikmis ve iiriin ¢esitliligini
artirmayr amaglayan bir igleme teknigi olarak degisime ugramistir. Giiniimiizde,
diinyanin farkli bolgelerinde fermantasyon ile fiiretilen et {irtinleri icin g¢esitli
formiilasyonlar ve iiretim teknikleri gelistirilmistir. Bolgesel farkliliklardan bagimsiz
olarak, fermente etler temel ve fonksiyonel besin maddeleri i¢in 6nemli kaynaklar olarak
kabul edilir. Ancak yiizyillar boyunca, tiiketicilerin giivenlik konularina iligkin endiseleri
nedeniyle bu iriinlerin faydalari tehlikeye girmistir (Leroy vd. 2013). Giivenlik ve saglik
yoniinden sadece yag, tuz, nitrat/nitrit igerii gibi iyi bilinen tehditleri degil, aym
zamanda teknolojik bir siirecin bir adimindan veya kontrolsiiz fermantasyondan
kaynaklanan biyolojik ve kimyasal tehlikeleri de igerebilir (Carballo 2021, Halagarda ve
Wojciak 2022). Fermente et iriinlerine iliskin ortaya ¢ikan olumsuz algilarin ¢oziimii
olarak, tiiketici tercihlerinin degerlendirilmesi temel Oneme sahiptir. Bu nedenle,
arastirmacilar tiiketicilerin satin alma aligkanliklarini etkileyen digsal (stirdiiriilebilirlik,
ekolojik etki, hayvan refahi ve fiyat) ve igsel faktorleri (duyusal kalite, raf omrii ve
kullanighlik) dikkate alarak daha saglikli et {irlinleri iiretmeye odaklanmaktadir. Bu

tirtinlerin olumsuz etkileri bilinse de tiiketiciler kiiltiirleri ve bolgeleri temsil ettikleri i¢in



geleneksel et iiriinleri nemli yere sahiptir. Ozellikle yeniden formiile edilmis ve/veya
yenilik¢i fermente et iriinleri, saglik tizerindeki etkilerinin yani sira besin degeri ve

duyusal 6zellikleri nedeniyle giderek daha fazla ilgi gormektedir (de Aratjo vd. 2022).

Sucuk gibi geleneksel fermente et tiriinleri Avrupa’da oldugu gibi tilkemizde de sevilerek
tilkketilmektedir. Bu {iriinler, kullanilan et materyali, formiilasyon, isleme kosullar1 ve
kullanilan starter kiiltiire bagli olarak farkli sekillerde iiretilebilmektedir. Ulkemizde ise
sucuk, fermantasyon ve kuruma prosesleri sonucu olgunlasarak tiiketime hazir hale gelen
geleneksel fermente bir et iiriiniidiir. Ulkemizde fermente et iiriinleri nem igeriklerine
gore yiksek nemli (%50-60), orta nemli (%35-50) ve kuru (%20-35) sucuklar olmak
tizere li¢ gruba ayrilmaktadir (Kaban ve Kaya 2008). Geleneksel sucuk, isleme
kosullarina gore yari-kuru ya da kuru olarak tiretilmektedir. Geleneksel iiretimde baglica
prosesler fermantasyon ve kurumadir ve 1sil islem ve/veya dumanlama islemi yer
almamaktadir (Kaban 2013, Soyer vd. 2005). Diger yandan yaklasik 40 yildir, kisa
fermantasyon islemini takiben 1s1l islem uygulanarak iiretilen “is1l islem goérmiis “iirtinler
de yaygin bir sekilde iiretilmektedir. Bu {riinler, nem igerikleri yiiksek (en fazla %50
nem) iiriinlerdir ve liretim siiresi kisa oldugundan geleneksel sucuklardan daha ucuza
satilmaktadirlar. Kisa fermantasyon ve kuruma siiresi nedeniyle 1sil islem goérmiis
sucuklar geleneksel sucuklar gibi keskin ve tipik tat ve aromaya sahip degillerdir (Kaban
2013, Soyer vd. 2005). Bu yetersiz tat ve aroma gelisimini ortadan kaldirmak igin hizli
fermantasyon yapan starter kiiltiirler kullanilmakta, fakat bu organizmalar asitligi kisa
stirede diisiirmek disinda proteolitik/lipolitik etkilerini gosterememektedirler ve 1sil
islemle sayilar1 Onemli Olglide azaldigi ic¢in de tipik tat ve koku gelisimi

saglanamamaktadir (Soyer vd. 2005)

Fermente et {irlinlerinde son iiriiniin karakteristik tat ve aromasi, olgunlagsma sirasinda
belirli bagil nem ve sicaklikta et formiilasyonunda meydana gelen kompleks
biyokimyasal, mikrobiyal, fiziksel ve duyusal degisiklikler sonucunda olusmaktadir
(Dalmis ve Soyer 2008). Son iiriiniin duyusal 6zelliklerinde meydana gelen degisim
protein, lipit ve karbonhidratlarin kasta yer alan enzimler ile mikrobiyal enzimler
tarafindan yikimi sonucu meydana gelmektedir (Ordonez vd. 1999). Fermantasyonda

starter kiiltiirlerin kullanilmas: {iriinii daha giivenli hale getirmekte ve arzu edilir



teknolojik dzelliklerin olugmasini saglamaktadir. Starter kiiltiirler fermantatif etkilerinin
yani sira sahip olduklart proteolitik etkileri nedeniyle biyoaktif peptit olusturma
kabiliyetleri olan saf kiiltiirlerdir ve bu etkileri olgunlagma siirecinde ortaya ¢ikmaktadir.
Kullanilan starter kiiltiir se¢imi asidifikasyon, denitrifikasyon prosesleri ile lipoliz ve
proteoliz reaksiyonlarini ve nihayetinde iirliniin duyusal 6zelliklerini etkilemektedir.
Ornegin, Staphylococcus carnosus ve Staphylococcus xylosus tiirleri peptitleri spesifik
olarak parcalamakta, yag asitlerini okside etmekte ve daha lezzetli iiriin elde edilmesini
saglamaktadir (Gallego vd. 2018). Feng vd. (2014) uzun siireli olgunlastirma ile tiretilen
sosislerin maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle iirline flavorizm enzimi ilave ederek
proteolitik reaksiyonlar1 hizlandirmayr hedeflemislerdir. Uriinde peptit ekstraksiyonu
gerceklestirmis ve enzim ilavesi ile {iretilen sosislerin daha yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu bildirmislerdir. Protein degradasyonunu arttirmaya yonelik
gerceklestirilen bu ¢aligmanin daha iyi kalitede sosis iiretimi ile sonug¢lanmasina ragmen
tiriine enzim ilavesi belli bir maliyeti de beraberinde getirmektedir. Sonug¢ olarak,
enzimatik olmayan hidroliz yontemlerinin arastirilmasi, hedefe daha diisiik maliyetle

ulasilmasini saglayacak bir uygulamadir (Lafarga vd. 2017).

2.3 Biyoaktif Peptit Uretiminde Protein Kaynaklarimn Secimi

Gidalara ilave edilecek peptitlerin iiretiminde yararlanilacak protein kaynaginin se¢imi,
peptitlerin hedeflenen aktiviteleri, isleme uygunluguna ya da dayanikliligina ve nihai
iriin 6zelliklerine dayanir. Bu dogrultuda, proteinlerin amino asit bilesimi, yapisi ve
fonksiyonel gruplarinin varligi 6nemlidir. Biyoaktif peptitler, ¢esitli maddelerden gelen
proteinlerin pargalanma {riinleridir. Birgok c¢alisma, biyoaktif peptitlerin bitkilerden
(Ghribi vd. 2015, Girgih vd. 2011, Jamdar vd. 2010, Pownall vd. 2010), etten (Escudero
vd. 2012, Fu vd. 2017, Mora vd. 2016, Ryder vd. 2016), et yan iiriinlerinden .(Bah vd.
2016, Damgaard vd. 2015, Di Bernardini vd. 2011, Wei ve Chiang 2009), deniz
tirtinlerinden (Ennaas vd. 2015, Sila ve Bougatef 2016) ve siit tiriinlerinden (Sah vd. 2018,
Zanutto-Elgui vd. 2019) elde edilebilecegini gostermistir. Bu kaynaklar arasinda,
hayvansal kokenli proteinler yiiksek diizeyde elzem amino asit icerigine sahiptir ve daha
yiiksek sindirim oranina sahiptir (Day 2013, Liu vd. 2016). Deniz kaynaklarindan ve

hayvansal yan {riinlerden gelen bazi protein hidrolizatlarinin antimikrobiyal ve
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antioksidan peptitler igerdigi kanitlanmistir (Bougatef vd. 2018, Toldra vd. 2012).
Hidroliz yoluyla peptit liretiminde enzim se¢imi ve hidroliz kosullari, fermantasyon etkisi
ile peptit iiretiminde ise fermantasyon kosullar1 ve starter kiiltiir kullanimi tretilen

peptitlerin biyoaktivitesini etkileyen 6nemli faktorlerdir.

2.4 Peptit Uretimi

2.4.1 Enzimatik hidroliz

Hidroliz isleminde, substrat uygun bir enzimle optimum sicaklik ve pH’da belirli siire
muamele edilir. Peptit kaynagi olarak kullanilacak gida, yapisinda protein disinda farkli
bilesikleri de barindirdigi igin oncesinde bir ayirma islemine tabi tutulmalidir. Ticari
enzimler kullanarak protein molekiillerinin hidrolizi, reaksiyon siiresinin kisa, elde
edilecek peptitlerin miktar ve biyoaktivitelerinin tahmin edilebilir olmasi nedenleriyle
mikrobiyal fermentasyona tercih edilebilir, yaygin ve giivenilir bir yontemdir (Daliri vd.
2017). Bu amagla uygulanan enzimler hayvan dokularindan (pepsin, tripsin, alfa-
kimotripsin), bitkilerden (papain, fisin, bromelain) ve mikrobiyal kaynaklardan (alkalaz,
protamex, flavourzyme, neutrase, proteinaz K, termolisin, pronaz E) elde edilebilir
(Albenzio vd. 2017, Choi vd. 2012, Najafian ve Babji 2014, Udenigwe vd. 2013).
Biyoaktif peptit tiretiminde mikrobiyal proteazlar diisiik maliyetli ve yiiksek peptit

verimine sahip olmalari nedeniyle avantaj saglamaktadir (Hernandez-Ledesma vd. 2011).

Hidroliz isleminin etkinligi proteaz ve substrat ¢esidinden 6nemli diizeyde etkilenir.
Cilinkii peptit zincirinin kirilma noktalar1 amino asit dizilimini, dolayisiyla biyoaktif ve
fonksiyonel ozellikleri etkiler (Hajfathalian vd. 2018, Hajirostamloo 2010).
Endopeptidazlar (6rnegin tripsin, pankreatin, termolizin, pepsin, bromelain, papain)
amino asit zincirinin uglarina uzak yerlesim gosteren peptit baglarini pargalarlar (terminal
olmayan amino asitler ilizerinde etki ederler) (Ellis 2019, Yamamoto vd. 2005). Buna
karsilik, ekzopeptidazlar polipeptid zincirlerinin N-terminalinde (aminopeptidazlar) veya
C-terminalinde  (karboksipeptidazlar) etki gosterirler (Nchienzia vd. 2010).
Endopeptidazlarla gerceklestirilen hidroliz isleminde proteinlerin  polipeptitlere

doniistiiriilmesi et {irlinlerinde daha iyi bir tekstiir saglarken, diisiik molekiil agirliginda
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peptit tiretiminden sorumlu olmalar1 nedeniyle biyoaktif 6zelliklerin gelisimi daha gok
ekzopeptidazlardan kaynaklanir. Ancak, ekzo-peptidaz grubunda yer alan enzimlerin

serbest amino asit miktarini artiracagi unutulmamalidir (Toldra vd. 2018).

Enzimatik hidroliz isleminin avantajlar1 arasinda, yan reaksiyonlar1 6nlemesi ve protein
kaynaginin besin degerini etkilememesi yer almaktadir (sekil 2.2). Ayrica, enzimlerin
ozgunliikleri yiiksek oldugu i¢in, kimyasal ve besinsel 6zellikler daha iyi tanimlanmis
protein hidrolizatlarinin gelistirilmesine izin verir. Yontem sayesinde proteinlerin alerjen
Ozelliklerinin azalmasi saglanir. Ancak, peptit baglarinin par¢alanmasi ile serbest amino
ve karboksil gruplarinin miktarini artirarak ¢oziiniirligii artirir. Bu nedenle, hidroliz
islemi hidrofobik 6zelligin artmasina veya azalmasina neden olabilir. Bu durum biiyiik
Ol¢iide Oncii proteinin yapisina ve Uretilen peptitlerin molekiiler agirligina baglidir
(Sarmadi ve Ismail 2010). Ornegin, bitter tat olusumundan sorumlu peptitlerin genellikle
1000 Da'dan daha diisiik molekiil agirligina sahip oldugu, daha yiiksek molekiiler kiitleye
sahip fraksiyonlarda bu ihtimalin zayifladigi bildirilmistir (Li vd. 2022). Bu nedenle,
gidalara ilave etmek lizere biyoaktif ve fonksiyonel 6zellikte peptit liretiminin kontrollii
hidroliz kosullarinda gergeklestirilmesi olasi riskleri azaltmak bakimindan 6nemlidir.
Hidroliz isleminin yetersiz olmasi ile hedeflenen peptitlerin tiretimi sekteye ugrayacagi
gibi, iler1 derece gergeklesen hidroliz neticesinde de biyoaktif o6zellikli peptitlerin

parcalanmas1 muhtemeldir (Sun vd. 2021).

y
Hidrofobik terminal R Bitter
/ . rezidiiler peptitler

:' : -
J .{ fyonize gruplarda | | Cdziiniirliik

artis artist
J

| Yiksekhidroliz | | Disiik
o derecesi alerjenite

Protein

\ '
Diisiik MA’I1 || Biyoaktif
fraksiyonlar peptitler

Sekil 2.2 Protein hidrolizi sonucu peptitlerin 6zellikleri (Tavano 2013)

Biyokimyasal hidroliz yontemleri, antioksidan peptit iiretimi i¢in en yaygin olarak tercih

edilen yontemler olmalarina ragmen, bu yontemler hala endiistriyel diizeyde yiiksek
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verim ve diisiik maliyetle biyoaktif peptit iiretimini gergeklestirmek i¢in uygun degildir.
Bu nedenle, biyokimyasal hidroliz yontemleri, yiiksek hidrostatik basing (HHP),
mikrodalga ve darbeli elektrik alan gibi yeni gelisen isleme teknolojileri ile birlestirilerek,
geleneksel yontemlerle iliskilendirilen sorunlarin iistesinden gelmek amaciyla son
yillarda calismalar yapilmaktadir (Yang vd. 2017, Dong vd. 2019, Gohi vd. 2019, Wen
vd. 2020).

2.4.2 Mikrobiyal fermantasyon

Fermente et iriinleri geleneksel olarak, dogal floranin spontan olarak ¢ogalmasi ya da
starter kiiltiir olarak belirli mikroorganizmalarin kullanimi ile iiretilir (Leroy vd. 2013).
Fermantasyonun daha erken donemlerinde, kas proteazlari, sarkoplazmik ve miyofibriler
proteinlerin  biiylik polipeptitlere pargalanmasindan sorumludur. Ardindan bu
polipeptitler mikroorganizmalar tarafindan salinan ekzopeptidazlar tarafindan daha
kiiglik peptitlere ve serbest amino asitlere pargalanirlar (Casaburi vd. 2008). Olgunlasma
sirasinda gergeklesen lipolitik ve proteolitik reaksiyonlar, diisiik molekiil agirliklt
bilesikleri (serbest amino asitler, peptitler, aldehitler, ketonlar, organik asitler vb.) tiretir
ve bu bilesikler nihai {iriiniin tipik aromasindan sorumludur. Bu bilesikler arasinda, laktik
asit bakterilerinin proteolitik aktivitesine bagl olarak salinan peptitler, ¢esitli fonksiyonel
ve biyoaktif 6zellikler sergiler (Fadda vd. 2010).

Lactobacillus cinsine ait bazi tiirler, hiicre zar1 proteinazlari araciligiyla proteinleri 4-30
amino asit igeren peptitlere ayirabilirken, digerleri peptidaz aktivitesine sahiptir
(Raveschot vd. 2018). Koagiilaz negatif Staphylococcus tiirleri, fermente sosislerde
yiiksek proteolitik ve lipolitik aktiviteleri nedeniyle tercih edilir. Bu bakteriler, tekstiir ve
aroma gelisimine katkida bulunur (Khusro ve Aarti 2022). Bu nedenle, sosislerde
kullanilacak starter kiiltiiriinlin se¢imi, nihai {iriiniin kalitesini etkiledigi i¢in son derece
onemlidir. Ornegin, Lactobacillus sakei ve Staphylococcus carnosus, yiiksek asit iiretim
kapasitesi, proteolitik ve lipolitik aktivite, amin-negatif karakter ve nitrat rediiktaz
aktiviteleri nedeniyle fermente et iiriinlerinin starter kiiltiir karisgimlarina tercihen dahil
edilir. Ayrica L. sakei'nin nitrit tiiketme yetenegi vardir. Bu iki bakteri birbirlerinin

biiylimesini uyarir ve biyojenik amin olusumunun kontroliinde sinerjistik etkiye sahiptir.
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Bu bakteriler fermente et Giriinlerinde sagliga zararl bilesiklerin olusumunu siirlamada

onemli rol oynarlar (Alfaia vd. 2018, Ashaolu vd. 2021, Wang vd. 2021).

2.5 Antioksidan ve Antimikrobiyal Ozelliklerin incelenmesi

Gida proteinlerinden izole edilen antioksidan ve antimikrobiyal peptitler ve bu peptitleri
iceren protein hidrolizatlari, gidalara fonksiyonel ozellik kazandirmak ve/veya raf
Omriinii uzatmak amaciyla kullanilabilir. Ayrica, yiizey aktif 6zelliklerinden dolay: ¢esitli
protein kaynaklarindan elde edilen peptitler, hidrolizatlar ve proteinler, gida
emiilsiyonlarinda yag-su ara yiizeyinde yer alabilirler. Antioksidan o6zellikleri ile
oksidatif reaksiyonlar1 geciktirme etkilerine ilaveten fonksiyonel 6zellikleri ile iiriiniin
fiziksel ozelliklerine katkida bulunurlar. Sekil 2.3te peptit ve hidrolizatlarin antioksidan

ve antimikrobiyal Ozelliklerini belirlemede yaygin olarak kullanilan yontemler

gosterilmektedir.
Biyoaktif
peptitler
[ ! |
Antioksidan aktivite Antimikrobiyal aktivite
r ‘ ] [ | ]
Tek elektron transferi Hidrojen atom transferi Dntﬁzyon testi Seyreltme testi

DPPH (Radikal yakalama Kapasitesi)
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Sekil 2.3 Et yan iiriinlerinden ekstrakte edilen peptitlerin aktivitesini degerlendirmek i¢in
yaygin olarak kullanilan antioksidan ve antimikrobiyal analiz y&ntemleri
(Borrajo vd. 2020)
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2.5.1 Antioksidan aktivite

Antioksidanlar, insan sagligmma faydali molekiiller olarak tanimlanir, ¢linkii viicudu
zararl reaktif oksijen tiirleri ad1 verilen molekiillerden koruyabilirler. Bu tiir molekiiller
hiicre zarlarina, proteinlere ve DNA'ya zarar verebilirler. Bu da sirasiyla kardiyovaskiiler
hastalik, diyabet, kanser ve Alzheimer gibi bir¢ok hastaligin nedeni olabilir (Ryan vd.
2011). Gidalardaki oksidasyon, kalite kayiplarinin baslica nedenlerinden biridir. Bu
durum lipitleri, proteinleri ve karbonhidratlari etkiler. Lipit oksidasyonu raf émriiniin
kisalmasina ve ransit (ac1) tat olusumuna yol agar. Gidalarda protein oksidasyonu, lipit
oksidasyonundan onemli diizeyde etkilenir. Lipit oksidasyon iiriinleri proteinlerle
reaksiyona girerek onlarin oksidasyonuna neden olurlar (Li ve Yu 2015). Gida katki
maddeleri arasinda gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip olmalari ile taninmis tert-
biitilhidrokinon (TBHQ), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol
(BHA) ve propil galat (PG) gibi birgok sentetik kimyasal antioksidan katki maddesi
olarak kabul edilmistir. Bu maddeler, gidalarin raf 6mriinii uzatmak amaciyla yaygin
olarak uygulanmaktadir. Bununla birlikte, bu sentetik maddelerin DNA ve insan
viicudunda enzim sistemi {izerinde olumsuz etkileri vardir. Bu nedenle kullanimlar1 sik1
denetimler altinda gergeklestirilmelidir. Belirtilen olumsuz etkiler tiiketicilerin sentetik
koruyucular yerine dogal tiriinlere yonelmesine neden olmustur. Tiim gida iiriinlerinde
oldugu gibi et {riinlerinde de dogal antioksidanlarin kullanimi giderek ©Onem

kazanmaktadir (Liu vd. 2016, Yang ve Xiong 2018).

Peptitlerin antioksidan ozellikleri ¢ok sayida arastirmanin odak noktasi olmustur (Di
Bernardini vd. 2011, Lorenzo vd. 2018). Bu peptitler, reaktif oksijen tiirleri ile hizl
reaksiyona girebildikleri i¢in oksidatif reaksiyonlar1 yavaslatmada etkilidirler.
Antioksidan peptitlerin antioksidan aktivitesi, amino asit kompozisyonu, peptitlerin
amino asit dizilimi, peptit zincirinin molekiiler agirligi, N- ve C-terminallerde yer alan
amino asit rezidiileri ve hidrofilik/hidrofobik 6zellikler ile iliskilidir. Tek bir amino asidin
antioksidan aktivitesi, o amino asidi igeren peptidin antioksidan aktivitesinden ¢ok daha
diistiktiir (Li ve Yu 2015). Genel olarak, diisiik molekiil agirlikli peptitler, degradasyona
ugramadan Once bagli olduklari proteinlerden daha yiiksek antioksidan aktiviteye

sahiptir. Ciinkii aktif bolgelerinin (antioksidan etki gosteren bolgeleri) serbest radikallere
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erisimi daha kolaydir. Bu da 6ncelikli olarak lipit peroksidasyonunu, sonrasinda ise lipit
oksidasyonunu inhibe etmelerine olanak tanir. Birgok c¢alisma, amino asit
kompozisyonunun ve peptit dizisindeki konumunun, peptitlerin antioksidan aktivitesinde
onemli rol oynadigini gostermistir. Ayrica, aromatik, asidik, bazik ve hidrofobik amino
asitler, antioksidan peptitlerin aktif bolgeleridir (Yang vd. 2021). Ornegin, N-terminalde
valin veya 16sin gibi hidrofobik amino asitlerin bulundugu, prolin, histidin ve tirozin
amino asitlerini de yapisinda barindiran peptitler antioksidan o6zellik gosterirler.
Dizilimde yer alan prolin, peptit molekiiliiniin sekonder yapisimi degistirir. Boylelikle,
peptit yapisinda yer alan amino asit rezidiilerinin antioksidan olarak etkilesime girebilme
olasiligin1 artirir. Losin, serin, tirozin, treonin ve prolin amino asitlerinin c¢esitli
motiflerinin, ozellikle N- ve C-terminus bolgelerinde, stiin radikal yakalama
aktivitelerine katkida bulundugu belirlenmistir (Zou vd. 2016). Bazi arastirmacilar C-
terminalde yer alan amino asitlerin antioksidan aktiviteyi belirleyici role sahip oldugunu
ileri stirerken (Farvin vd. 2010), baska arastirmacilar, tripeptit ve tetrapeptitlerin
antioksidan kapasitelerinin etkinligi agisindan, N-terminalde ve zincir ortasinda yer alan
amino asitlerin antioksidan etkinligi belirlemede daha kritik role sahip oldugunu rapor

etmislerdir (Manzoor vd. 2022).

In vitro antioksidan aktivite belirleme yontemleri genellikle etki mekanizmalarina gére
iki kategoriye ayrilir: hidrojen atom transferi (HAT) veya elektron transferi (ET). Oksijen
radikal absorpsiyon kapasitesi, en popiiler HAT yontemlerinden biridir. En yaygin
kullanilan ET yontemleri ise 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil testi (DPPH), 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzthiazoline-6-siilfonik asit (ABTS) ve demir indirgeyici antioksidan gii¢
olgtimleridir. Bu analizler farkli parametreleri dlger ve dolayisiyla antioksidan aktiviteyi
birbirlerinden farkli sekillerde ifade eder. Bu nedenle sonuglar arasinda korelasyon tespit
edilmesi giigtiir. In vitro yontemlere ilaveten, antioksidan aktivite lipit oksidasyonu ve
peroksidasyonunda meydana gelen degisimler saptanarak da Olgiilebilir (Lorenzo vd.
2018, Maestri vd. 2019).

Antioksidan 0Ozellige sahip peptitlerin {iretiminde kaynak olarak genellikle erisim
kolaylig1 nedeniyle ciftlik hayvanlarindan elde edilen etlerle galisilmisg, ayrica tavuk,
domuz eti ve sigir eti gibi triinlerden biyoaktif peptitler elde edilmistir. Ciinkii sik
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tiiketilen bu tirlinlerin piyasada satis hacmine sahip olmasi daha kolaydir. Ancak tiiketici
tercihlerinde meydana gelen degisimler dikkate alinarak geyik eti (Bah vd. 2015; Kim vd.
2016) veya manda eti (Liu vd. 2010b) gibi diger tiriinler de incelenmistir. Hidrolizde
kullanilan enzimler ti¢ farkli kaynaktan elde edilir: hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal
kaynaklar (Toldra vd. 2018). Yaygin olarak kullanilan peptidazlar papain (papaya
meyvesinden gelen sistein proteaz), bromelain (ananas meyvesinden elde edilen siilfidril
proteaz), termolisin (Bacillus thermoproteolyticus'tan elde edilen metal proteaz), alkalaz
(Bacillus licheniformis'ten elde edilen serin proteinaz) (Mora vd. 2014), flavourzyme
(Aspergillus oryzae mantarinin proteaz karisimi) (Feng vd. 2014), pepsin ve tripsin
(sirasiyla hayvanlarin midesi ve pankreasi tarafindan salgilanan enzimler) (Wen vd.

2015) seklindedir.

Mezbaha yan {iriin ve artiklarinin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi yapilan
arastirmalar sonucu ortaya konulmustur. Bu ¢aligmalarda peptit kaynagi ve hidrolizde
kullanilan enzim c¢esidinin 6nemi vurgulanmistir. Di Bernardini vd. (2011), sigir
karacigerinden elde edilen peptit fraksiyonlarmin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu bildirmistir. Bir bagka ¢alismada alkalaz, papain ve tripsin enzimleri ile hidroliz
edilen domuz karacigerinin antioksidan aktivitesi arastirilmistir (Verma vd. 2017).
Tripsin ile hidroliz edilen 6rneklerin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir. Karacigerin bilinen antioksidan aktivitesine ek olarak, Damgaard vd.
(2014), apandis, kolon, kalp, karaciger, akciger, pankreas ve rektum gibi domuz yan
tirinlerinden de antioksidan hidrolizatlar elde edilebilecegini gostermistir. Tavuk i¢
organlarindan elde edilen protein hidrolizatlar1 da antioksidan aktivite gostermektedir
(Jamdar vd. 2012). Kan, 6nemli protein igerigi nedeniyle biyoaktif peptit kaynagi olarak
kabul edilen bagka bir mezbaha yan tirtinidiir (Bah vd. 2013). Yapisal olarak iki kisimdan
olusur (hemoglobin ve plazma) ve her iki kisim da potansiyel biyoaktif peptit kaynagi
olarak bildirilmistir. Ozellikle biiyiikbas hayvan kanindan yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip hidrolizatlar tiretilmistir.

Et ve et iirtinlerinden mikrobiyal fermantasyon yoluyla ¢ok sayida antioksidan peptit izole
edilmis ve tanimlanmistir. Ornegin, Mora vd. (2015), ispanyol kuru fermente sosisinin,

Lb. pentosus ve Staphylococcus carnosus ile iki asamali olgunlastirma siireci (22 saat
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boyunca 15 ila 20 °C ve 43 giin boyunca 9 °C) 6ncesinde fermantasyonu ile antioksidatif
aktiviteye sahip peptitlerin meydana geldigini rapor etmistir. Gallego vd. (2018), Lb.
sakei, Pediococcus pentosaceus, S. xylosus ve S. carnosus igeren bir starter kiiltiir
karisimi kullanarak Ispanyol kuru fermente sosis, Lb. sakei ve S. xylosus'un karisimini
kullanarak Italyan kuru fermente sosis ve Lb. sakei, S. carnosus ve S. xylosus kiiltiirlerini
kullanarak Belgika kuru fermente sosis tretmistir. Bu sosislerden elde edilen peptit
ekstraktlarinin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Belgika kuru
fermente sosis ekstraktlar1 ise en yiiksek antioksidan aktiviteye Sahip olmustur. Yu vd.
(2021), Lb. plantarum CD101 ve S. simulans NJ201 ile domuz sarkoplazmik ve
miyofibriler proteinleri 30 °C'de 4 giin boyunca fermente ederek antioksidan peptitler
elde etmistir. Bu iki starter kiiltiiriin hem sarkoplazmik hem de miyofibriler proteinleri
hidrolize edebildigini, ancak sadece sarkoplazmik proteinlerden hidrolize edilen

peptitlerin antioksidan aktivitesinin 6nemli diizeyde yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

2.5.2 Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal peptitler genellikle 50 veya daha az sayida amino asitten meydana gelir.
Bunlarin yaklagik %50'si hidrofobik 6zelliktedir ve molekiiler agirligit 10 kDa'nin
altindadir. Bu peptitler, in vitro olarak enzimatik hidroliz yoluyla iiretilebildigi gibi
mikroorganizmalar tarafindan fermantasyon yontemiyle de iiretilebilir. Bircok
mikrorganizma antimikrobiyal peptitleri bir ¢esit savunma mekanizmasi (bagigiklik
sisteminin bir parcasi) olarak iretirler (Shahidi ve Zhong 2008). Hidrolizatlarin veya
peptitlerin  antimikrobiyal aktivitesini test etmek ig¢in ¢esitli yontemlerden
yararlanilmaktadir. Agar difiizyon testi, protein hidrolizatlarinin ve peptitlerin
antimikrobiyal aktivitesini test etmek icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu
yontem, antibiyotiklerin bakteriyel biiyiimeyi engelleme yetenegini 6lger. Agar diflizyon
teknigi genellikle kati ortamlardaki minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MIC)

belirlemek i¢in kullanilir (Najafian ve Babji 2014).

Bakteriyel ajanlarin inhibisyonunda 6nemli bir rol oynamalari1 sebebiyle antimikrobiyal
peptitler, son yillarda giderek Onem kazanmistir. Bu peptitler yapisal farklilik

gostermelerine ragmen c¢ogunlukla katyonik ve amfipatik karakterleriyle 6n plana
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cikarlar. Boylelikle, bakteri hiicre zarina ait bilesenler ile etkilesime girerler (Bechinger
2009). Pozitif net yiik ve hidrofobik amino asitlerce zengin olmalart belirgin
Ozellikleridir. Antioksidan peptitlerde oldugu gibi amino asit kompozisyonu ve dizilimi
antimikrobiyal aktiviteyi etkiler. Genellikle yapilarinda lisin, arginin, triptofan gibi
hidrofobik amino asitleri barindirirlar. Katyonik yapisi ve geometrisi nedeniyle arginin,
kompleks ozellikleriyle ise triptofan amino asitlerinin peptit sekansinda yer almasi
antimikrobiyal etkiyi artirtr. Bu amino asitler, peptitlerin hiicre zarna baglanma
yetenegini artirir; hidrojen baglari, negatif yiiklii yiizeylerle etkilesimi destekler (Leon
vd. 2020). Peptitlerin antimikrobiyal aktivitesini artirmaya yonelik yapilan ¢aligmalar
genellikle net yiikiin artirllmasini hedeflemistir. Liu vd. (2019) yaptig1 bir ¢alismada,
peptit yapisinda yer alan lisin amino asidini alanin ile degistirmis ve pozitif yiikiin
artmasin1 saglamistir. Modifikasyon sonucu antimikrobiyal aktivitede meydana gelen
artig peptitlerin katyonik yiikiiniin membran tizerindeki etkisini artiran 6nemli bir faktor

oldugunu vurgulamistir.

Antimikrobiyal peptitler, yiiksek se¢icilik, diisiik toksisite ve termal stabilite gibi bazi
ozellikleri nedenleriyle gida endiistrisinin ilgisini ¢ekmis, gida kaynakli patojenleri ve
bozulma yapan mikroorganizmalari inhibe etme yetenekleri sayesinde gida
muhafazasinda onemli yere sahip olmuslardir (Ebbensgaard vd. 2015). Prokaryotik
kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal peptitler, bakteriyosinler olarak bilinmektedir ve
uzun yillardan beri gidalara koruyucu olarak ilave edilmektedir. Birgogu diisiik molekiil
agirlikli katyonik peptitlerdir ve hedef hiicre zarlarinda gézenekler olusturarak yapisini
bozmakta, nihayetinde hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Genis spektrumlu antimikrobiyal
aktivite gostermelerinin yani sira, antibakteriyel ve antifungal aktiviteye da sahiptirler
(Baindara vd. 2018). Peptit zincirinde yer alan amino asitlere bagli olarak antimikrobiyal
secicilik ve spesifite degiskenlik gosterir. Ornegin glisin amino asitleri bakimindan
zengin peptitler Gram-negatif bakteriler tizerine etkilidir (Chou vd. 2019). Bu segicilige
dair bir bagka ¢aligmada ise Streptomyces albulus'un rekombinant bir susu tarafindan
retilen diisik molekiiler agirlikli (1.3-2.3 kDa) e-Poly-L-lisin'in antimikrobiyal
aktivitesi incelenmistir. Bu peptidin bakterilere karsi inhibe edici etkisi azalmis olmasina
ragmen, mayalara kars1 daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir (Xu vd. 2019).

Gidalarda kullanilan antimikrobiyal peptitler arasinda en yaygin olani nisin!dir. 50'den
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fazla tilkede giivenli ve dogal bir gida koruyucusu olarak islenmis peynir, pastorize siit
tirtinleri ve konserve sebzelerde kullanilmaktadir. e-polylisin ise Streptomyces albulus
tarafindan tretilen bir katyonik antimikrobiyal peptittir ve 25-35 L-lisin molekiiliinden
olusur. Bu peptit, genis bir antibakteriyel aktivite spektrumuna sahiptir. Gram-pozitif ve
gram-negatif bakteriler ile maya, kiif ve viriislere kars1 6ldiirticii etkisi vardir. E. coli ve
Salmonellae gibi diger dogal antimikrobiyallerin zor etki ettigi patojenlere kars1 iyi bir
antibakteriyel etki gosterir. Genellikle Japonya ve Kore'de gida katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. FDA (Food and Drug Administration) tarafindan GRAS (Generally
Recognized as Safe) olarak kabul edilmistir.

Birgok arastirmaci, et proteinlerinden antibakteriyel Ozelliklere sahip fonksiyonel
biyolojik molekiillerin verimli bir sekilde iiretilmesi i¢in fermantasyonu etkili bir yontem
olarak gostermistir. Pleurocidin, laktoferrin, defensinler ve protamin gibi hayvansal
kokenli potansiyel antimikrobiyal etkileri bulunan g¢ok sayida peptit belgelenmistir.
Hayvan dokularindan, domuz, sig1r, kiimes hayvanlari, balik ve deniz canlilart gibi farkl
kaynaklardan ¢esitli peptitler izole edilmistir. Bu peptitlerin, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Micrococcus luteus ve Yersinia
enterocolitica gibi bakterilere karsi antimikrobiyal oOzelliklere sahip oldugu
dogrulanmistir (Keska vd. 2018). Enzimatik hidroliz yontemiyle sigir hemoglobininden
(Daoud vd. 2005), domuz, koyun ve geyik kan plazmasindan (Bah vd. 2015), domuz
(Verma vd. 2017) ve tavuk (Chakka vd. 2015) karacigerinden iiretilen peptitlerin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu baglamda, hayvansal kaynakli
antimikrobiyal peptitler insan sagligina fayda saglamak ve/veya gidanin stabilitesini

artirmak amaciyla fonksiyonel bilesenler olarak uygulanabilir.

2.6 Fonksiyonel Nitelikler ve Gida Kalitesini Artirma Potansiyeli

Tiim proteinlerin fonksiyonel o6zellikleri arasinda, c¢oziinilirliik muhtemelen gida
sistemlerindeki genel kullanmigliliklarin1 en fazla etkileyen ozelliktir. Kopilirme ve
emiilsiyon olusturma gibi diger dokuyu belirleyen fonksiyonel ozellikler genellikle
proteinin ilgili ortamda ¢6ziiniir olmasini gerektirir. Bu nedenle, bu agidan bakildiginda,

coziinmeyen proteinlerin gidalarda ¢ok sinirli uygulama potansiyeli vardir. Bir proteinin

20



¢Oziiniirliigli, protein-protein etkilesimlerini destekleyen ve ¢oziiniirligi azaltan
hidrofobik etkilesimler ile protein-su etkilesimlerini tesvik eden iyonik etkilesimler
arasindaki denge sonucunda olusur. Bu denge, proteinin igsel yapisal Ozellikleri
tarafindan dogrudan etkilenir. Birincil protein yapisini olusturan amino asitlerin
hidrofobik o6zelligi ve yiikii, ¢ozilniirliik tizerinde biiyiikk bir etkiye sahiptir, ancak
proteinin konformasyonu ve yiizey 6zellikleri de bir 0 kadar 6nemlidir. Ayrica, genellikle
daha biiytik proteinler, daha kii¢iik olanlara gore daha diisiik ¢oziiniirliige sahiptir, ¢ilinkii
¢okelme durumunda entropi azalmasi daha azdir (Wouters vd. 2016). Proteinlerin
peptitlere ve daha kiiciik yapilara pargalanmasi, ¢oziiniirliigii yiiksek triinler olusturur.
Ayn1 zamanda ileri seviyede hidrolizlerden elde edilen hidrolizatlarin daha yiiksek
¢Oziiniirliige sahip oldugu rapor edilmistir. Peptit yapisinda meydana gelen hidrofilik ve
hidrofobik kuvvetlerin dengesi, ¢oziiniirliik artis1 iizerindeki bir baska 6nemli faktordiir.
Protein hidrolizatlarinin kutupsal ve iyonlasabilir gruplarina ek olarak enzimatik hidroliz,
molekiiler boyutu ve hidrofobik ozelligi etkiler ve bu faktorler peptitlerin yapisini
degistirerek ¢oziiniirligiin degismesine neden olur. Coziiniirlik degisimleri, peptitlerin
net yiikiine ve ylizey hidrofobisitesine baglidir. pH izoelektrik noktasindan uzaklastik¢a
¢Oziiniirliik artar ve ylizey hidrofobisitesi hidrofobik etkilesim yoluyla agregasyonu
tesvik eder (Karami ve Akbari-adergani 2019).

Emiilsiyon sisteminin olusturulma mekanizmasi, hidrojenizasyon sirasinda taze olarak
olusan yag damlaciklariin yiizeyine peptitlerin adsorpsiyonuna ve yag damlaciginin
birlesmesini engelleyen koruyucu bir membranin olusumuna baglanir (Yang ve Xiong
2018). Cesitli faktorler, emiilsiyon stabilitesine katkida bulunur. Bunlar arasinda sicaklik
ve pH, depolama siiresi, iyonik kuvvet ve isleme teknolojisi gibi etkenler yer alir, burada
sicaklik ve siire iki temel belirleyicidir (Tamang vd. 2022). Peptitlerin ¢oziiniirliik ve
antioksidan ozellikleri emiilsiyon stabilitesini dogrudan etkiler. Kopiik stabilitesi ise
genellikle yiiksek molekiiler agirliga sahip peptitlerin varligr ile iliskilidir. Yapisal olarak
acilmis proteinlerin hidrofobisitesi, koplirme ozellikleri ile iliskilendirilmistir. Yiiksek
seviyede gergeklesen hidroliz, kiiglik peptitlerin olusumuna neden olur ve kopik

stabilitesini azaltabilir (Klompong vd. 2007).
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Su tutma, temel kalite 6zelliklerini ve protein iirlinlerinin verimini etkileyen 6énemli bir
faktordiir ¢linkii gidalarin mekanik dayanikliligy, elastikiyeti, plastisitesi ve akiskanligin
belirlemede 6nemli bir rol oynar. Aymi zamanda proteinlerin sisme, 1slanabilirlik, su
tutma kapasitesi, jel olusumu ve yiizey 6zellikleri gibi arzu edilen fonksiyonlar1 i¢in kritik
bir 6neme sahiptir (Ge vd. 2000). Et iriinlerinin su tutma kapasitesi, {irlin verimini
etkileyen Onemli bir kalite ozelligidir. Ekonomik sonuglar1 da olabilen su tutma
kapasitesi, ayn1 zamanda iiriin tekstiirlinii etkilemesi nedeniyle 6nemlidir (Cheng ve Sun
2008). Birgok ¢alisma protein hidrolizinin su tutma kapasitesi tizerinde olumlu bir etki
yaratabilecegini gostermistir. Polar iyonlasabilir gruplarin daha fazla erisilebilir olmasi
su tutma kapasitesini artirmaktadir. Ancak, hidroliz sonucu ortalama MA'nin azalmasi,
proteinin fiziksel olarak suyu hapsetme yetenegini zayiflatabilir. Ayrica, hidrofobik
gruplarin daha yiiksek diizeyde kullanilabilir olmasi su tutma kapasitesini olumsuz
etkileyebilir (Sekil 2.4). Bu etkiler arasindaki denge, protein hidrolizatinin su tutma
kabiliyetini belirler (Wouters vd. 2016).
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Sekil 2.4 Enzimatik protein hidrolizinin sematik gosterimi (Wouters vd. 2016)

Bir protein jeli olusturmak igin (globiiler) proteinin dogal yapisi, farkli protein ipliklerinin
etkilesimi ve agregasyonunu kolaylastirmak i¢in agilmalidir (protein denatiirasyonu
yoluyla). Jel olusumu, 1s1 veya basing gibi fiziksel bir uyarici veya asit veya enzim gibi
kimyasal bir uyarict tarafindan baslatilabilir. Dolayisiyla protein hidrolizi sonucu
meydana gelen peptitler jel olusturma kabiliyetine sahiptir. Farkli molekiiler kuvvetler,
bir protein ag1 olusturulmasina katkida bulunur. Bu molekiiler kuvvetler arasinda
kovalent baglar (cogunlukla distilfit baglar1), hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar
yer alir (Sun ve Arntfield 2012). Bu tiir baglarin meydana gelme derecesi, proteinin amino

asit kompozisyonu, hidrofobisite, MA’na ve disiilfit baglar1 olusturma yetenegi gibi i¢
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faktorlere, ayn1 zamanda protein konsantrasyonu, pH, sicaklik, basing ve iyon giicii gibi

gida matrisinin 6zelliklerini kapsayan dis faktorlere baghdir (Foegeding ve Davis 2011).

Yag baglama kapasitesinin mekanizmasi, yagin bir protein agi i¢inde fiziksel olarak
hapsolmasiyla iliskilendirilir. Bazi c¢alismalar, hidroliz derecesinin yag baglama
kapasitesi iizerinde etkisi olmadigini gostermistir. Bu ifadeler, hidroliz yoluyla
proteinlerin degradasyonu ve peptit olusumunun hidrolizatlarin esnekligini artirabilecegi
seklinde aciklanabilir. ileri diizeyde gergeklesen hidroliz islemi, bircok peptit baginin
kirtlmasina neden olacagindan yag baglama kapasitesinin azalmasina neden olur (Souissi
vd. 2007, Balti vd. 2010). Su tutma kapasitesi ile peptitlerin hidrofilik o6zellikleri
arasindaki iligki, yag baglama kapasitesi ile hidrofobik 6zellikler arasinda s6z konusudur.
Protein hidrolizatlarinin ¢oziiniir fraksiyonundan ziyade ¢oziinmez fraksiyonunun yag

baglama kapasitesi daha yiiksektir (Hajfathalian vd. 2018).

Lipit oksidasyonu, et ve et lirlinlerinin bozulmasinda baslica bir endise kaynag1 olarak
tanimlanmustir. Uriiniin besin degeri, tekstiirel 6zellikleri ve lezzeti lipit oksidasyonundan
etkilenir. Oksidasyon siirecinin son iiriinleri, et ve benzeri iirtinlerin rengini, aromasini
bozar ve ileri diizeyde oksidasyon ransit tat olusumuna neden olur (Sohaib vd. 2017).
Hayvansal yaglarin oksidasyona yiiksek derecede duyarli olmasinin nedeni gesitli
faktorlerle iliskilendirilebilir. Bunlar, membran fosfolipitlerinin bilesenleri olarak ¢oklu
doymamis yag asitlerinin nispeten yiiksek orani, bitkisel ve diger bitkisel yaglarla
karsilagtirildiginda tokoferoller gibi endojen antioksidanlarin eksikligi, yiiksek
konsantrasyonlarda tuz ilavesi (NaCl) ve genellikle iiretim prosesi sirasinda ortama dahil
edilen molekiiler oksijenin fazla olmasidir (Jiang ve Xiong 2016). Biyoaktif ve
fonksiyonel ozellikleri dolayisiyla peptitlerin et ve et iirlinlerine ilavesi iiriin glivenligi

saglamanin yani sira iiriiniin kalite 6zelliklerini olumlu etkilemesi bakimindan énemlidir.

Su icinde yag emiilsiyonlari, fonksiyonel gida iiriinlerinin biiylik bir kismint olusturur.
Emiilsiyonlarda meydana gelen lipit oksidasyonu, flokiilasyona ve faz ayrimina neden
olan, fiziksel stabiliteyi etkileyen 6nemli sorunlardan biridir. Hem hayvan hem de
bitkilerden elde edilmis protein hidrolizatlar1 son yillarda emiilsiyonlarin stabilitesini

saglamak icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Wouters vd.2016). Hayvansal yan
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tiriinlerden elde edilen hidrolizatlarin daha 6nce belirtildigi tizere cesitli avantajlara sahip
olmasi nedeniyle emiilsiyonlarda tercih edilmesi, biyolojik olarak aktif bilesiklerin
iletilmesinin bir yolu olabilir. Ancak bu bilesiklerin gastrointestinal sistemden gecerken
nasil bir yapisal ve fonksiyonel degisime wugrayacagi hala bilinmemektedir.
Hidrolizatlarin emiilsiyonlarda kullanilmasinin bir diger nedeni olarak yiiksek
antioksidatif ozelliklerinden dolayr lipit oksidasyonunu sinirlayarak emiilsiyonun
stabilitesini saglama ve ara yiizey gerilimini distlirerek kinetik olarak emdiilsiyonu
stabilize etme potansiyeli gosterilebilir (Mwangi vd. 2020). Bu kapsamda, hayvan ve bitki
kaynakli proteinlerin emiilsifikasyon oOzellikleri iyi bilinmektedir. Ancak {iriine
antioksidan Ozellik kazandirmak amaclaniyorsa proteinin peptitlere parcalanmasi
onemlidir. Orta dereceli bir protein hidrolizinin gergeklestirilmesi, ¢oziiniirligi ve yiizey
hidrofobisitesini artirmak amaciyla tercih edilebilir. Boylelikle, olusan peptitler yag-su
arayiizeyine daha fazla tutunabilirler. Ote yandan, 2 kDa'dan daha kiiciik peptitlerin
olustugu ileri dereceli hidroliz islemi, proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerini olumsuz
etkileyebilir (Schroder vd. 2017).

2.7 Peptitlerin Gida Uretim Proseslerine Kars: Stabilitesi

Gida isleme yontemleri biyoaktif peptitlerin biyolojik aktivitesini Oonemli Olgiide
etkileyebilir. Ultrason, 1s1 ve radyasyon gibi fiziksel yontemler, protein yapisini ve
fonksiyonelligini degistirme potansiyeline sahiptir. Ayrica maillard reaksiyonlarina yol
acan bu tiir uygulamalar alerjen bilesiklerin olusumuna neden olabilir. Gidalara
uygulanan iglemler, peptitlerin gastrointestinal sindirim, emilim ve bagisiklik sistemi
tepkisine karst duyarliligi gibi oOzelliklerini etkileyebilir. Bu nedenle, peptitlerin
biyoaktivitelerini korumak veya artirmak amaciyla en uygun proses kosullarinin
belirlenmesi 6nemlidir. Ancak, bir peptidin aktivitesini azaltabilecek isleme yonteminin
digerlerinin aktivitelerini artirabilecegi de g6z 6niinde bulundurulmalidir. Ornegin, bazi
peptitler ise 1s1l islemden sonra aktivitelerini kaybederken a-laktalouminin ve lizozimin

antibakteriyel aktivitesi isiyla denatiire olduktan sonra artar (Daliri vd. 2017).

Mikroorganizmalar dldiirmek ve gida iriinlerinin raf omriinii uzatmak igin termal ve

termal olmayan isleme teknolojileri yaygin olarak kullanilir. Biyoaktif peptitlerin diger
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gida bilesenleri ile kimyasal reaksiyonlara girme kabiliyeti, uygulanan islemin etkisiyle
artabilir ve biyoaktif 6zelliklerin degismesine neden olabilir. Cesitli gida proseslerinin
peptitlerin biyoaktif 6zellikleri tizerindeki etkisi genellikle iki sekilde arastirilir. Birincisi,
enzimatik hidroliz 6ncesinde isleme teknolojisinin gida proteinlerine uygulanmasidir ve
amag, biyoaktif peptit salimmini artirmaktir. Ornegin, siit protein konsantresinin
isitilmasi, mikrodalga ve ultrases on islemlerine maruz birakilmasi  sonucu
hidrolizatlarinin antioksidan kapasitesini onemli Ol¢iide arttigi belirlenmistir. Benzer
sekilde, mercimek proteinlerinin yiiksek basinca maruz birakilmasi, olusan peptitlerin
anjiyotensin-I doniistiirticii enzim (ACE) inhibit6r ve antioksidan 6zelliklerini artirmistir.
Ikinci yaklagim, biyoaktif peptitlerin dogrudan gida isleme teknolojisi ile iiretilmesi ile
peptit yapisindaki ve biyoaktif o6zelliklerindeki degisiklikleri belirlemektir. Son
zamanlarda, soya fasulyesi protein tirevi pentapeptit SHCMN'nin antioksidan
kapasitesini artirmak i¢in darbe elektrik alanit kullanilmigtir ve bunun peptidin -
potansiyelinde (artan negatif yiik) ve sekonder yapilarinda (a-spiral ile rastgele sargt ve
B-katlanma) uygulanan isleme bagli olarak degisim meydana geldigi bildirilmistir. Ote
yandan, jambondan elde edilen peptitlerin 1s1l isleme maruz birakilmasi sonucu ACE
inhibitor aktivitesinin degistirmedigi ve peptitlerin termal stabilite gdsterdigi rapor
edilmistir. Giiniimiizde gida isleme yontemlerinin peptitlerin yap1 ve biyoaktiviteleri
tizerindeki etkilerini yeterli diizeyde agiklayacak bilgi literatiirde yer almamaktadir

(Maestri vd. 2019).

Bir¢cok peptit, niikleofilik amino, karboksil, imino ve siilfidril gruplar1 araciligi ile
kimyasal reaksiyonlara kolaylikla girebilir. Bu reaksiyonlar intramolekiiler veya
intermolekiiler olarak gerceklesmektedir. Sekil 2.5'te Ozetlendigi iizere, cesitli
reaksiyonlar sonucu peptitlerde yan zincir modifikasyonlart meydana gelir. Bu
modifikasyonlar, peptitlerin dogal yapilarinda degisikliklere ve sonug olarak yeni
bilesiklerin olusumuna neden olur. Ayrica, glikasyon ve sistein disiilfiir olusumu
sonucunda peptit kondensasyonu ve capraz baglar olusabilir. Indirgen sekerlerle
peptitlerin N-glikasyonu, uygun kosullarda amadori tiriinlerinin ve daha sonra maillard
reaksiyon triinlerinin olusumuna yol acar (Van Lancker vd. 2011). Bu reaksiyonlarin,
biyoaktif peptit iiretmek i¢in yararlanilan enzimatik hidroliz islemi sirasinda da

gerceklestigi  bilinmektedir (Mohan vd. 2015). Peptitlerin molekiil yapilar1 bu
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reaksiyonlarin olusumunu etkilemektedir. Ornegin, yapida lisin amino asidine bagl
sekilde bulunan hidrofobik amino asit rezidiilerinin varliginin dipeptit glikasyonunu
tesvik ettigi belirlenmistir (Mennella vd. 2006). Glikasyon ve maillard reaksiyonunun
baslatildiktan sonra spontan olarak devam ettigi ve kontrol edilemez oldugu, peptitlerin
yapisal cesitliligi g6z oniine alindiginda ise protein hidrolizatlarinda yer alan peptitlerin
bir seker molekiilii ile reaksiyona girmesi durumunda yiizlerce peptit olmayan bilesik
olusabilecegi belirtilmektedir. Yiiksek su aktivitesi, sicaklik ve basing kosullarinda amino
asit rezidiilerinin intramolekiiler siklizasyonu meydana gelebilir. Lipit oksidasyonunun
reaktif karbonil trlinleri de peptit yan zincir (imidazol, guanidin, silfidril, e-amin)
gruplari ile yeni tirlinler olusturmak {izere kolaylikla reaksiyona girebilir ve gidaya ilave
edilen katki maddeleri peptitlerle reaksiyona girerek yapisal degisimlere neden olabilir
(Udenigwe ve Fogliano 2017). Ayrica, ¢esitli gida isleme kosullarinin etkisiyle protein
ve peptit yapisindaki amino asit rezidiilerinin kimyasal modifikasyonlar1 her zaman
polimer olusumu ile sonuglanir. Bu tiir polimerizasyonlar peptitlerin biyoaktif

ozelliklerini olumsuz etkiler (Lambrecht vd. 2017).
OH
N,H
Reaktif uglara sahip C/‘C/ NH
biyoaktif peptitler z

OH OH SH
Proses kosullar1

Meydana gelen kimyasal
modifikasyonlar
Gida matrisindeki T Dehidroalanin Amadori )
. o Dimer bilesikler . . . tiriinleri Kinonlar
reaksiyon Uriinleri Lisinoalanin i

Sekil 2.5 Gidalara uygulanan proseslerin matris i¢indeki peptitlerde meydana getirdigi
yan zincir modifikasyonlar1 (Udenigwe ve Fogliano 2017)

Yukarida izah edildigi tlizere, gidalara biyoaktif peptitler ilave edilirken tretimde
yararlanilan prosesler ve proses kosullar1 dikkate alinmalidir. Peptit modifikasyonuna

neden olan ve biyoaktif 6zellige zarar veren, ayrica zararli (alerjen, toksik vb.) bilesiklerin

26



olusumu ile sonuglanmasi muhtemel yontemlerden kaginilmasi, bu tarz iiriinlere peptit
ilavesi yapilmamast veya peptitlerin stabilizasyonunun Onceden saglanmasi

gerekmektedir.

2.8 Potansiyel Riskler ve Giivenlik Degerlendirmesi

Duyusal nitelikler ve iirtin giivenligi, biyoaktif peptit igeren gida tirlinlerinin tiretiminde
dikkate alinmas1 gereken iki temel parametredir. Peptit ilave edilen gidalarda, matriksin
bilesenleri olan polisakkaritler, yaglar ve lektinler, biyoaktif peptitler ile reaksiyonlara
girebilmekte veya yapiya baglanabilmektedir. Sonug olarak yapisi degisen peptitler
gidanin tat, tekstiir ve ¢esitli kalite 6zelliklerini etkiler. Cok sayida ¢alisma, yiiksek lifli
gida matrikslerinin biyoaktif peptitlerin bu lifsi yapilara hapsedilebilir olmas1 nedeniyle
tercih edilebilecegini bildirmistir. Hidrofobik peptitler ile iliskilendirilen bitter tadi
zayiflatmak veya maskelemek amaciyla bu tarz {irinlerin daha iyi duyusal 6zellikler
saglayabilecegi gosterilmistir. Bu sekilde formiile edilen peptit ilaveli fonksiyonel
gidalarin daha iyi duyusal oOzelliklere sahip olacagi ve tiiketici tarafindan kabul
edilebilirliginin artacag diistiniilmektedir (Sun vd. 2020).

Peptitlerin gidalara ilave edilmeden Once gidada meydana getirebilecegi olumsuz
etkilerinin degerlendirilmesi gereklidir. Gidalardan elde edilen biyoaktif peptitlerin insan
saghig lzerindeki olumsuz etkilerini degerlendiren smirli g¢alismalar yapilmistir.
Sitotoksik etkileri ile ilgili baz1 ¢aligmalar mevcut olmasina ragmen bu etkilerin kotii
huylu hiicreler {izerine oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle peptitler, potansiyel anti-
kanser ajanlar1 olarak kabul edilebilirler. Gidalardan ve polenlerden gelen alerjen
maddelerin ¢ogu protein yapisinda bilesiklerdir. Biyoaktif peptitler ise proteinlerin
hidroliz triinleridir ve proteinlerin diisiik molekiil agirlikli peptitlere pargalanmasi
sirasinda alerjen ozellikleri zayiflar. Ancak, bazi peptitlerin hidroliz 6ncesinde yapisinda
bulundugu proteinin alerjen o6zelliklerinin bir kismini tasiyabilecegi igin alerjen
etkilerinin goz oniinde bulundurulmas: gerekmektedir (Sarmadi ve Ismail 2010). Ayrica,
gida kaynakli biyoaktif peptitlere yonelik endiseler arasinda bagirsak duvari bozulmasi,
eritrosit ve lenfosit toksisitesi, serbest radikal iiretimi, enzimopatik ve immiinopatik doku

hasar1 ve peptitlerin tiikketimine bagl sitotoksisite, biyolojik sistemlerde gesitli karmagik

27



bozukluklara yol acan temel sorunlar yer almaktadir (Khan vd. 2018). Ancak giiniimiize
kadar yapilan ¢alismalar, gidalardan enzimatik hidroliz veya mikrobiyal fermantasyon
yontemleri ile {iretilen bu peptitlerin hiicre kiiltiirleri {izerinde herhangi bir toksisite
gostermedigini ortaya koymustur. S6z konusu riskler, iiretilen peptitlerin {iretim
proseslerinin etkisiyle veya depolama sirasinda g¢esitli modifikasyonlara ugramasi
durumunda gegerlidir. Bu nedenle, biyoaktif peptitler genellikle giivenli olarak kabul
edilir, ancak peptitlerin kalitesini ve giivenligini bozabilecek isleme yontemlerinden

kacgiilmali, peptit stabilitesi korunmalidir.

Cok sayida biyoaktif peptidin bitter 6zellige sahip olmasi, bunlarin fonksiyonel gidalarda,
takviyelerde ve oral alim amagl ilaglarda yaygin olarak kullanilmasinin 6niindeki en
biiyiik engellerden biridir. Insanlar, bes temel tat arasinda ayrim yapabilirler: tatl, eksi,
tuzlu, umami ve aci. Her tadin, farkli reseptor alt kiimeslerinde ifade edilen farkli
transdiiksiyon yollar1 tarafindan iletildigi disiiniilmektedir. Bitter tat, G-proteinleri
iliskili reseptor (Tip-2 Receptor [T2R]) ailesi tarafindan iletilmektedir (Lafarga ve Hayes
2017). Peptitlerin amino asit diziliminin bitter tada sahip peptit olusumunu onemli
diizeyde etkiledigi bildirilmistir (Mirzapour-Kouhdasht vd. 2023). Hidrofobik karaktere
sahip amino asitlerin varlig1 bitter tat a¢isindan en kritik faktorlerden biridir (Maehashi
ve Huang 2009). Ancak, peptit yapisindaki yan zincirler, amino asitlerin dagilimi ve
konumu, hidroliz derecesi, amino asit yapisi, peptit dizilimi ve amino asit yan zincirinin
karbon sayis1 gibi faktorler bitter tat 6zelliklerini etkileyebilir. Bitter 6zellik gosteren ¢ok
sayida peptit, siit proteini, soya proteini, bugday gluten proteini ve inek hemoglobini gibi
cesitli protein kaynaklarindan elde edilen hidrolizatlarda yaygin olarak tanimlanmstir.
Arastirmacilar, proteinlerin hidroliz derecesinin %8'in iizerine ¢ikmasiyla, siitte bitter
peptitlerin olusumunun arttigin1 bildirmislerdir. Protein hidrolizini gergeklestiren enzim
tiiri, iiretilen ac1 peptit tiirlerini ve miktarlarini etkiler. Ornegin, peynir alt1 suyu
proteinlerini alkalaz 2.4 L ile hidrolizinin, ayni reaksiyon kosullarinda prolyve veya
corolase enzimleri ile hidrolizi ile kiyaslandiginda daha fazla bitter peptit olusumuna yol
actig1 bildirilmistir (Spellman vd. 2009). Sigir karacigerinden firetilen peptitlerin bitter
ozellik gosterdigine dair bir ¢aligma heniiz yoktur. Ancak, Bhat vd. (2015) et, balik ve
jelatinden elde edilen protein hidrolizatlarinin diger protein kaynaklarina kiyasla daha az

bitter peptit icerdigini bildirmistir.
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Biyolojik olarak aktif peptitlerin bitter 6zelligini zayiflatmak amaciyla gesitli stratejiler
gelistirilmistir, ancak bunlarn etkinlik diizeyleri ve ticari uygulama potansiyelleri
farklilik gosterir. Bitter tadinin zayiflatilmasi igin iki temel yaklasim debittering (ac1 tadi
giderme) ve taste masking (tat gizleme) kabul gérmektedir. Protein hidrolizatlarinin ve
peptitlerin bitter 6zelligini azaltmak igin pratik uygulamalara ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu
uygulamalarin peptitlerin biyolojik aktivitelerini olumsuz etkilememesi 6nemlidir. Aktif
karbon gibi baz1 uygulamalarin bitter tadi1 azaltmada etkili oldugu ancak hidrolizatlarda
hedeflenen biyoaktif 0&zelliklerin ve baz1 bilesenlerin  kaybma yol agmistir.
Enkapsiilasyon teknikleri, bu amagcla gelistirilen en umut verici yontemlerden biridir.
Bitter peptitlerin ¢esitli kolloidal partikiiller iginde hapsedilmesi suda ¢oziiniirliiklerini,
stabilitelerini ve biyolojik aktivitelerini artirabilir. Ayn1 zamanda peptitlerin agizda bitter
tat reseptorleri ile etkilesmelerini Onleyerek gidanin duyusal o6zelliklerini korur

(Mirzapour-Kouhdasht vd. 2023).

Son olarak, peptitlerin fonksiyonel gida iiretiminde uygulama alani bulabilmesi i¢in
agizdan hedef organlara ulasincaya kadar yapi ve biyolojik aktivitelerini muhafaza
etmeleri, yani stabil kalabilmeleri, gerekmektedir (Udenigwe vd. 2021). Farkl: peptitlerin
biyoaktivitesi, in vitro deneylerde in vivo uygulamalardan farkli olabilir. Ciinkii
peptitlerin biyoyararliligi ve emilim &zellikleri, sindirim sisteminde yer alan fizyolojik
enzimlerin etkisiyle meydana gelen yapisal degisimler neticesinde azalabilir. Bu nedenle
biyoaktif peptitlerin, sindirim sisteminde yer alan enzimlere kars1 direng gostermeleri ve
kan serumu tarafindan kolayca emilerek herhangi bir yapisal degisime ugramaksizin
hedef dokuya tasinmalar1 gereklidir (Bhandari vd. 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada peptit kaynagi olarak ayni irk (Holstein, erkek) ve yasta (1.5) yeni kesilmis ti¢
adet sigirin karacigeri kullanilmistir. Emiilsiyonlarin hazirlanmasinda piyasadan temin
edilen kanola yag1 kullanilmistir. Soya fasulyesinden elde edilen %35 hidrolize L-a-

fosfatidilkolin lipozom hazirlanmasinda kullanilmistir.

Sucuk tiretiminde, ayni siiriide yetisen {i¢ adet 1.5 yaginda Holstein erkek sigirlarin boyun
ve dos bolgesinden elde edilen etler ve hayvansal yag (1:1 oraninda sig1r i¢ yagi: kuyruk
yag1) kullanilmistir. Etler kesimden sonra en az 24 saat dinlendirilmis karkastan elde
edilmistir. Dinlendirilmis soguk et ve donuk haldeki hayvansal yag 3 mm aynadan kiyma
cekilmis ve -18°C’de dondurulmustur. Et ve yag kullanilacagi zaman 4°C’de 16 saat
¢Ozilindiirtilmiistiir. Sucuk iiretiminde kullanilan baharat (karabiber, ac1 ve tath
kirmizibiber, kimyon), sarimsak Ankara piyasasindan temin edilmistir. Analitik saflikta
tuz ve glikoz ile starter kiiltiir (Lactobacillus sakei ve Staphylococcus carnosus, FSC111,
Chr. Hansen Inc., Almanya) kullanilmistir. Sucuk dolumunda 38 mm ¢apinda diiz formda

kolajen kilif kullanilmigtir.

Tez, lic asamada yiirtitiilmiistiir. Birinci agsamada, sigir karacigerinden protein hidrolizati
elde edilmis ve bu hidrolizatin fonksiyonel niteligini ortaya koymak amaciyla lipit
dispersiyonlarinin stabilitesi belirlenmistir. Ikinci asamada, karaciger hidrolizatindan
diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli (3 ve 10 kDa’luk) peptit fraksiyonlari elde edilmis ve
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Ugiincii asamada, peptit fraksiyonlar1 ideal
konsantrasyonlarda sucuk hamuruna ilave edilerek iiriiniin kalite 6zelliklerine etkisi

iiretim ve depolama siiresince belirlenmistir.
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3.2 Sigir Karacigerinden Hidrolizat Eldesi

S1g1ir karacigeri zar ve sinir dokularindan arindirilarak 3 mm boyutlarinda dogranmustir.
Karaciger hidrolizati, Damgaard vd. (2015)’nin enzimatik hidroliz yontemine gore elde
edilmistir. Hidrolizde Alkalaz 2.4 L (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ve Protamex
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) enzim karisimi 1:1 oraninda kullanilmis, enzim
substrat oran1 1:1000 olarak uygulanmistir. Karigimin pH degeri 8.0 olarak ayarlandiktan
sonra c¢alkalamali inkiibatérde 12, 18 ve 24 saat siireyle hidroliz islemi
gerceklestirilmistir. Herbir hidroliz siiresinin sonunda pH 7.0 olarak ayarlanmis ve 95°C
su banyosunda 15 dakika bekletilerek enzimin inaktive olmasi saglanmistir. Hidrolizat,
20000 g’de ve 4°C’de 25 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi, cam yiiniinden
gecirilerek lipitler ve biliylik partikiiller uzaklastirilmistir. Elde edilen hidrolizat

kullanilincaya kadar -18°C’de muhafaza edilmistir.

Hidroliz kosullari, iki faktdr (zaman ve sicaklik) ve faktorlerin 3 seviyesiyle yanit yilizeyi
yontemi kullanilarak optimize edilmistir. Antioksidan aktiviteyi artirmak icin yiizey-
merkezli merkezi bilesen t tasarimindan yararlanilarak (-1, 0 ve +1) optimum hidroliz
kosullar1 belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler siire (12, 18 ve 24 saat) ve sicaklik (45, 50
ve 55 °C) olup, X1 ve X olarak kodlanmistir. Deney tasarimi, veri analizi ve 3D kontur
grafikleri i¢in Design Expert siiriim 12 yazilimi (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, ABD)
kullanilmistir. Modelin gecerliligi varyans analizi (ANOVA) ile analiz edilmis, karesel

model i¢in kodlu matematiksel denklem asagidaki gibi gosterilmistir:
Y = By + B;X; + B;X; + By X} + B;;X? + B;;X;X;

Denklemde Y tahmini yanit1 (bagimli degisken) temsil eder, BO sabit terimi temsil eder,
Bi, Bii ve Bij sirasiyla lineer, karesel ve etkilesim terimlerinin regresyon katsayilaridir.

Xi ve Xj bagimsiz degiskenlerdir (i=1 ve j = 2).

Optimum kosullarda hidroliz yapilarak, en yliksek antioksidan aktivite kosulunda sucuga
ilave edilmek iizere farkli molekiil agirliklarina 6zgii filtrelere sahip santrifiij tiipleri
kullanilarak peptit fraksiyonlari (3 kDa ve 10 kDa) iiretilmistir. Bunun i¢in, 18°C’de
saklanan hidrolizatlar 24 saat 4°C’de ¢oziindiiriilmiis, Amicon® Ultra-15 (MWCO) ultra
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santrifiij tiiplerine (Merck Millipore, Almanya) aktarilmis ve 4000 g’de ve 4°C’de 1 saat
santrifiijlenerek uygun peptit fraksiyonlar1 elde edilmistir. Birinci agsama ti¢ tekerriir (her
seferinde bir hayvana ait karaciger kullanilarak) olarak gergeklestirilmis, elde edilen
hidrolizat ve peptit fraksiyonlari liyofilize edilmis ve daha sonra analizlerde kullanilmak

tizere -18°C’de depolanmustir.

3.3 Hidrolizat ve Peptit Fraksiyonlarinda Yapilan Analizler

3.3.1 ABTS yontemi ile antioksidan aktivite analizi

Hidrolizat ve peptitlerde radikal sondiirme (2 2'-Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS)) yontemi ile antioksidan aktivite analizi Kong ve Xiong (2006)’un
yontemine gore yapilmistir. Bunun i¢in, 7 mM ABTS stok ¢ozeltisinin 12-16 saat
reaksiyonu sonucu elde edilen 990 ul ABTSe+ radikal ¢ozeltisi tizerine 1 mg/ml suda
¢oziindiiriilmiis 10 pl 6rnek ilave edilmistir. Baslangi¢ (0.dakika) ve 6 dakika sonunda
734 nm’ye ayarli spektrofotometrede (Thermo Spectronic Helios Alpha, Ingiltere)
absorbans degerleri kaydedilerek, % inhibisyon belirlenmistir. Standart kurve i¢in farkl
konsantrasyonlarda troloks (0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 1.0, 1.5 ve 2.0 mM) kullanilmis ve
orneklerin antioksidan aktivite degerleri troloks esdegeri antioksidan aktivite (TEAC

mM/mg liyofilize 6rnek) olarak verilmistir.

3.3.2 FRAP yontemi ile antioksidan aktivite analizi

Hidrolizat ve peptitlerin demir indirgeme antioksidan kuvvetini (FRAP) belirlemek i¢in,
taze olarak hazirlanan 3 ml FRAP ¢ozeltisi (2.5 ml 10 mM 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine
(TPTZ), 2.5 ml 20mM FeCls.6H20, 26 ml 30 mM asetat, pH 3.6) 37°C’ye 1sitilmus,
tizerine 0.1 ml 6rnek ve 0.3 ml destile su ilave edilmis ve 8 dakika sonra 593 nm’de
absorbans degeri okunmustur. Orneklerin antioksidan aktivitesi FeSO4 kullanilarak (100-
1000 uM FeSO4.7H20) hazirlanan standart egri lizerinden hesaplanmis ve mM FeSOq
esdegeri olarak verilmistir (Kong ve Xiong 2006)
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3.3.3 Peptit konsantrasyonu analizi

Peptit konsantrasyonu, Wang vd. (2008)’nin yontemi modifiye edilerek belirlenmistir.
Yontemin esasi, hidroliz sonucunda olusan a-amino gruplarinin o-fitalaldehit (OPA) ve
B-merkaptoetanol ile tepkimeye girmesi sonucu 340 nm’de absorbans degerinin
belirlenmesine dayanir (Church vd. 1983). Seyreltilen 6rnekler dogrudan 2 mL OPA
karisimi  igerisine aktarilmis ve 4 dakika inkiibasyona birakilmistir. Peptit
konsantrasyonu, glutatyon ile hazirlanan standart egri tizerinden interpolasyonla

hesaplanarak mg peptit/g liyofilize 6rnek olarak ifade edilmistir.

3.3.4 SDS-PAGE analizi

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) analizi, Laemmli
(1970) yontemi modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Hidzolizatta ve peptit
ekstraktlarinda yapilan analizde liyofilize 6rnekler dogrudan deiyonize su igerisinde
¢Oziindiiriilmiis ve protein konsantrasyonlar1 ayarlanmistir. Proteinler, 30 V'de 30 dakika
boyunca %12.5 ¢oziinme jeli lizerinde ve 130 V'de 90 dakika boyunca %4 ayirma jeli
tizerinde caligtirllmistir. Jeldeki her bir kuyu, 15 pg proteinle yiiklenmistir. Molekiiler
agirlik standartlar1 olarak Thermo Scientific Page Ruler Prestained Protein Ladder (10-
180 kDa araliginda) kullanilmistir.

3.4 Karaciger Hidrolizatinin Fonksiyonel Niteliginin Belirlenmesi

Optimum kosullarda tiretilmis (45°C’de 24 saat) karaciger hidrolizatinin fonksiyonel
niteligini ortaya koymak icin lipit dispersiyonlar1 (emiilsiyon ve lipozom) hazirlanmistir.
Emiilsiyonlar i¢in 25 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi (0.6 M NaCl iceren PBS
cozeltisi, pH 6.25) ile %5 lesitin (soya fasulyesinden elde edilen %35 hidrolize L-a-
fosfatidilkolin) ve %10 Tween 20 (w/w) bir gece 4°C’de ¢Oziindiiriilmek suretiyle iki
emiilsiyon i¢in iki ¢esit Sulu faz hazirlanmigtir. Sulu faza %15 oraninda kanola yagi, son
olarak emiilsiyonlarin fiziksel olarak stabilizasyonu i¢in %0.04 ksantan gam eklenmistir.

Homojenizasyon isleminde yeterli diizeyde yiizey geriliminin saglanabilmesi i¢in
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emiilsiyonlar 10 gram olarak hazirlandiktan sonra karisim, 12500 g’de 2 dakika
homojenize edilmistir (Ultra-Turrax® model, IKA® WERKE, Germany). Asirt 1sinmay1

Onlemek icin buz kullanilmistir.

Lipozom i¢in 8 mg/ml konsantrasyonda lesitin PBS (pH 6.25) ile 30 ml siispansiyon
olusturacak sekilde hazirlanmistir. Elde edilen silispansiyon 4°C'de bir sonik
dismembratér (model 300, Fisher Scientific, Farmingdale, NY, USA) kullanilarak 10
dakika boyunca sonikasyona tabi tutulmustur (Yang ve Xiong 2018).

Liyofilize  karaciger hidrolizati (KH), lipozom ve emiilsiyonlara farkl
konsantrasyonlarda (0.1, 0.3 ve 0.5%) eklenmistir. Her bir dispersiyon i¢in olusturulan 4
grup belirtildigi tizere kodlanmistir: TK (Tween 20 emiilsiyonu-kontrol), 1TH, 3TH ve
5TH (0.1, 0.3 ve 0.5% KH igeren Tween 20 emiilsiyonlar1); FK (lesitin emiilsiyonu-
kontrol), 1FH, 3FH ve 5FH (0.1, 0.3 ve 0.5% KH igeren lesitin emiilsiyonlar1); LK
(lipozom-kontrol), 1LH, 3LH ve 5LH (0.1, 0.3 ve 0.5% KH igeren lesitin emiilsiyonlart).

Tiim 6rnekler 14 gilin boyunca 1s18a maruz kalacak sekilde 25°C’de muhafaza edilmistir.

3.4.1 Lipit dispersiyonlarinda tiyobarbiturik asit reaktif maddesi (TBARM)
analizi

Wang ve Xiong 2005’ un TBARM yo6ntemi modifiye edilerek uygulanmistir. Her gruptan
100 png ornek test tiiplerine aktarilmis ve %2 BHA ¢ozeltisinden 3 damla eklenmistir. 1.5
mL TBA ayiract (0.075 M NaOH igerisinde %1°lik ¢6zelti) ve TCA-HCI (0.036M HCI
ile 8.5 mL %2.5 TCA) ¢ozeltisi eklendikten sonra, karisim kaynar su banyosunda 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. 2 mL'lik bir 6rnege 5 mL kloroform eklenmis, 1 dakika
karistirmanin ardindan 6rnekler 1800 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Spektrofotometre (Thermo Spectronic Helios Alpha, ingiltere) ile 532 nm'de absorbansi
Olciilen Orneklerin TBARM degerleri asagidaki denklemden yararlanilarak

hesaplanmstir:
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TBARM (mg malondialdehit/kg 6rnek) = (A532/Ws) x 9.48

Denklemde A532, 532 nm dalga boyunda Sl¢iilen absorbans degeri, Ws drnegin agirligi
(g) ve 9.48, molar ekstinksiyon katsayis1 (152 000 M cm™) ile seyreltme faktoriinden

turetilen bir sabittir.

3.4.2 Lipit dispersiyonlarinda konjuge dien analizi

Analiz i¢in emiilsiyon ve lipozom orneklerinden 20 uL, 10 mLizooktan/2-propanol
karisimi (2:1 v/v) igeren bir test tiipline eklenerek 1 dakika boyunca karistirilmistir.
Konjuge dien igerigi, 234 nm dalga boyunda 0lciilen absorbans degeri, bagil molekiiler
kiitle (280 g mol-1) ve linoleik asidin molar absorpsiyon katsayis1 (€=26,000) kullanilarak
hesaplanmustir (Kiokias vd. 2006).

3.4.3 Partikiil boyutu

Emiilsiyonlar ve lipozomlar, sirasiyla, 0.001 ve 0.01 mg/mL yag damlacigi
konsantrasyonuna seyreltilmistir. Partikiil boyutu ve polidispersite indeksi (PDI) 6l¢timii
icin NanoZS dinamik 151k sa¢ilimi analiz cihazi (Malvern Instruments, Worcestershire,
Ingiltere) kullamlmstir. Tiim dlgiimler ii¢ kez tekrarlanmus, veriler, Z-ortalama caplarmin

ortalamasi (nm) olarak ifade edilmistir (Li ve Xiong 2021).

3.5 Sucuk Uretimi

45°C’de 24 saatte hidroliz edilen sigir karacigerinden sucuk iiretiminde kullanilmak {izere
yeterli diizeyde iretilen ve liyofilize edilerek saklanan 3 kDa ve 10 kDa’luk peptit
fraksiyonlari sucuk formiilasyonuna hem yiiksek antioksidan etki saglayacak hem de {iriin
kalitesini olumsuz etkilemeyecek iki farkli konsantrasyonda (%0.5 ve %]1) dahil

edilmistir.

35



Calismada, %20-25 yagh sigir eti, %1.8 tuz, %1.2 sarimsak, %0.6 glukoz, %0.5 ac1
kirmiz1 biber, %0.5 tatli kirmiz1 biber, %0.6 karabiber, %0.8 kimyon, %0.025 starter
kiiltir (Lactobacillus sakei ve Staphylococcus carnosus, FSC111, Chr. Hansen Inc.,
Almanya) ve %0.015 sodyum nitrit kullanilarak sucuk hamuru hazirlanmis ve 5 gruba
ayrilmustir: 1) peptit ilavesiz (kontrol), 2) <3 kDa’luk %0.5 peptit ilaveli (3P1), 3) <3
kDa’luk %1 peptit ilaveli (3P2), 4) <10 kDa’luk %0.5 peptit ilaveli (10P1) ve 5) <10
kDa’luk %1 peptit ilaveli (10P2) grup. Kolajen kiliflara (38 mm ¢apinda) dolum
yapildiktan ve baglandiktan sonra sucuklar (130+2 g), 20-22°C’de ve %85-92 bagil
nemde 3 giin fermantasyona, 18-20°C’de ve %75-85 bagil nemde 9 giin kurumaya
birakilmistir. Uretim sonunda sucuklar vakum ambalajlanmis ve 4+1°C’de 3 ay
depolanmistir. Bu asama ¢ tekerriir (her bir tekerriirde ayni ik ve yasta farkli bir
hayvandan elde edilen etler kullanilarak) gerceklestirilmistir. Bir tekerriirde 10 kg olmak
lizere 15°er giin ara ile toplam 30 kg sucuk iiretilmistir. Analizler iiretim (0., 6. ve 12.
giinlerde) ve depolama (1., 2. ve 3. aylarda) siiresince her bir tekerriirde 3 paralel olarak

yiirtitilmustiir.

3.5.1 Mikrobiyolojik analiz

Mikrobiyolojik analizler i¢in, kilif materyali steril bigak ve pens kullanilarak
uzaklastirilmig, 10 g sucuk, aseptik kosullarda steril torbaya aktarilarak 90 ml steril
peptonlu tuzlu su (%0.1 pepton ve %0.85 NaCl, w/v) ¢ozeltisi ile karistirilmis ve
Stomacher’de (Seward 400, London, UK), 230 rpm’de 2.5 dakika homojenize edilmistir.
Homejenattan steril peptonlu tuzlu su c¢ozeltisi kullanilarak ardigik seyreltiler
hazirlanmistir. Mikrobiyolojik analizler AOAC (1998)’de belirtilen yontemlere gore
planlanmistir. Bu amagla uygun seyreltilerden alinan hacimler plaklara asagida belirtilen
besiyerlerine yayma (RBC agar) veya dokme (diger besiyerleri) yoluyla ilave edilerek
uygun sicaklik kosullarinda inkiibe edilmistir. Toplam aerob mezofil bakteri (TAMB)
sayimi i¢in Plate Count Agar (PCA, Merck 1.05463), Laktik asit bakteri (LAB) sayimi1
icin De Man, Rogosa and Sharpe (MRS, Merck 1.10660) agar besiyeri, Koagiilaz Negatif
Kok (KNK) bakteri sayimi i¢in Mannitol Salt Phenol Red (MSPR, Merck 1.05404)
besiyeri, Enterobacteriaceae sayimi i¢in Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBDA, Merck
1.10275), maya ve kiif sayimi1 i¢in Rose Bengal Chloramphenicol (RBC, Merck 1.00467)
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besiyeri kullanilmistir. Plaklar TAMB ve LAB gelisimi i¢in 28°C de 48 saat, KNK i¢in
35°C de 48 saat, Enterobacteriaceae gelisimi igin 35°C’de 24 saat ve maya-kiif gelisimi

i¢in 25°C de 5 giin inkiibasyona birakilmistir.

3.5.2 Bilesim ve pH analizleri

Sucuklarda nem miktar1 (950.46), protein miktar1 (955.04), yag miktar1 (991.36) ve kiil
miktar1 (920.153) analizleri AOAC (2010)’da belirtilen yontemlere gore yapilmistir. pH
analizi i¢in, 10 g sucuk 6rnegi 100 ml destile su ile ultra-turrax (Polytron PT 10-35 GT-
D, Kinematica, Isvi¢re) kullanilarak homojenize edilmistir. Homojenatin pH l¢iimi, 4,
7 ve 9 pH degerine sahip tampon ¢ozeltiler ile kalibre edilmis pH metre (Model S220,
Mettler-Toledo, Isvicre) kullanilarak yapilmustir.

3.5.3 Renk ol¢iimii

Sucuk kesit yiizeyinde renk, Minolta renk Olgiim cihazi (CR300, Osaka, Japan)
kullanilarak yapilmistir. Sucuk 6rneklerinde L* (agiklik-koyuluk), a* (kirmizilik) ve b*
(sarilik) degerleri 0., 6. ve 12. giinlerde belirlenmistir. Bes farkli noktadan yapilan

Ol¢timlerin aritmetik ortalamasi alinarak renk degeri hesaplanmaigtir.

3.5.4 Tiyobarbiturik asit reaktif maddesi (TBARM) analizi

TBARM i¢in, kiyma haline getirilen 5 g sucuk 6rnegi 15 ml destile su ile 15 s homojenize
edilmistir (Polytron PT 10-35 GT-D, Kinematica, Isvicre). Homojen drnekler 2000 g’de
10 dakika santrifiijlendikten (Hermle Z326K, Almanya) sonra silipernatanttan 1 ml
alinarak cam deney tiipiine aktarilmistir. Uzerine TCA-TBA-HCI (%15 TCA wlv,
%0.375 w/v, 0.25 M HCI) reaktif ¢ozeltisinden 2 ml eklenmis ve karigim su banyosunda
15 dakika renk gelisimi i¢in bekletilmistir. Soguyan tiipler 2000 g’de 15 dakika
santrifiijlendikten sonra berrak kismin absorbansi 531 nm dalga boyunda sahit ¢ozeltiye
kars1 okunmustur. TBARM miktari, 1,1,3,3-tetra-etoksipropan (TEP) kullanilarak ¢izilen
standart kurve tizerinden kg ette mg malondialdehit olarak hesaplanmistir (Ahn vd. 1998).
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3.5.5 Toplam siilfidril analizi

Protein oksidasyonunu izlemek iizere siilfidril analizi Eymard vd. (2009)’nin yontemine
gore yapilmistir. Toplam siilfidril miktari i¢in, 0.5 g sucuk 6rnegi 10 ml fosfat buffer ile
homojenize edilmistir. Homojenattan 1 ml alinarak 9 ml iire buffer ¢ozeltisi ile
karistirilmis, 14000 g’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Disposable kiivetlere 3 ml
stipernatant ve 0.04 ml DTNB ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 40°C’de 25 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Orneklerin absorbans degerleri 412 nm dalga boyunda sahit
cozeltiye karst okunmus ve siilfidril miktar1 Ornegin protein igerigi {izerinden
hesaplanarak nmol siilfidril/mg protein olarak verilmistir. Ornegin protein miktarinin
belirlenmesinde biiire yonteminden yararlanilmigtir (Gornall vd. 1949, Ryan ve Chopra
1976)

3.5.6 SDS PAGE

Myofibriler protein ekstraksiyonu i¢in once sarkoplazmik proteinler ayrilmistir. Bu
amagcla, kiyma haline getirilmis 10 g et 6rnegi 40 mL 0,03 M potasyum-fosfat tampon
cozeltisi ile 3 dakika boyunca homojenize edilmis, ardindan 12000 g’de 4°C’de 20 dakika
santrifiijlenmigtir. Siipernatantin cam ylinlinden iki defa siiziilmesi ile sarkoplazmik
proteinler ayrilmistir. Pelet 40 ml 8 M iire tampon ¢ozeltisi ile homojenize edildikten
sonra 12000 g’de 4°C’ta 20 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatantin cam yiiniinden
stiziilmesiyle miyofibriler protein ekstrakti elde edilmistir. Ekstraktlarin protein
konsantrasyonu 1 mg/mL olarak ayarlanmis ve her bir gruptan elde edilen proteinler
kuyulara 20 pg olacak sekilde yiiklenmistir. Proteinler, 30 V'de 25 dakika boyunca %12.5
¢oziinme jeli lizerinde ve 130 V'de 75 dakika boyunca %4 ayirma jeli ilizerinde
calistirilmigtir. Molekiiler agirlik standartlar1 olarak Thermo Scientific Page Ruler
Prestained Protein Ladder (10-180 kDa araliginda) kullanilmstir.
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3.5.7 Duyusal analiz

Uretim sonunda sucuklar renk, tat, koku, tekstiir ve genel begeni y&nlerinden
puanlandirilmistir. Panel Oncesi verilen egitimde, koku yoOniinden degerlendirme
yaparken kapakli kaplarda bulunan sucuk dilimlerini, kapaklar1 agar agmaz koklamalari
ve Ornekler arasi gecis yaparken kahve koklayarak bir Onceki kokunun etkisini
gidermeleri istenmistir. Orneklerin kesit yiizey renklerini bir arada degerlendirmeleri
gerektigi anlatilmigtir. Tat yoniinden degerlendirme yaparken sucugun Kkarakteristik
asidik lezzetinin yiiksek puanlanmasi ve yabanci tat algilanmasi halinde diisiik
puanlanmas1 gerektigi belirtilmistir. Sucuk tekstiiriinii degerlendirirken 6rnekleri iyice
cignemeleri istenmis, tat ve tekstiir degerlendirmelerinde bir onceki 6rnegin agizda
biraktig1 etkiyi gidermek i¢in galeta ve su tiikketmeleri gerektigi anlatilmistir. Genel olarak
en begendikleri 6rnekleri daha yiliksek puanlandirmalari, ¢ig ve pismis olarak sunulan
ornekleri 10 puanlik hedonik O6l¢ek tizerinde (10 en iyi, 0 en koti) puanlamalart

istenmistir (Demirok Soncu vd. 2020).

3.5.8 Peptit ekstraksiyonu

Peptit ekstraksiyonu i¢in, Mora vd. (2015)’nin yontemi esas alinarak, 10 g sucuk 6rnegi
40 ml 0.01 N HCI ile homojenize edilmis, deproteinizasyon isleminin ardindan liyofilize
edilmistir. Peptit konsantrasyonu ve antioksidan aktivite analizlerinde kullanilmak iizere

-18°C’de muhafaza edilmistir.

3.5.9 Sucuktan elde edilen peptit ekstraktinda antioksidan aktivite analizi

Calismanin birinci asamasinda (bolim 3.3.1 ve bolim 3.3.2) hidrolizat ve peptit
fraksiyonlarinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde yararlanilan ABTS ve FRAP

yontemleri uygulanmustir.
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3.5.10 Peptit konsantrasyonunun belirlenmesi

Peptit ekstraktlarinda peptit konsantrasyonu, boliim 3.3.3’te belirtilen yonteme uygun

olarak belirlenmistir.

3.5.11 SDS PAGE

Peptit ekstraktlarinda liretim ve depolama siiresince protein degradasyonu boliim 3.3.4’te

belirtilen yonteme uygun olarak belirlenmistir.

3.6 istatistik Analiz

Birinci, ikinci ve tiglincii asamalarda elde edilen sonuglar ayri ayri istatistik analizlerle
degerlendirilmistir. Calisma 3 tekerriir ve her tekerriirde analizler 2-3 paralel olarak
gerceklestirilmistir. Birinci asamada 3 farkli sicaklik ve siirede hidroliz sonucu elde
edilen karaciger hidrolizat1 ile 3 kDa ve 10 kDa fraksiyonlarin antioksidan aktivite ve
peptit konsantrasyonlar1 Varyans Analiz Teknigi ile degerlendirilerek, Ornekler
arasindaki farklilik Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Ikinci asamada,
lipit dispersiyonlarinda 0., 7. ve 14. giinlerde alinan 6rneklere ait analiz sonuglar1 her bir
dispersiyon sistemi icin ayr1 olarak istatistiksel analize tabi tutulmustur. Ugiincii asamada
ise analizler %0.5 ve %1 konsantrasyonlarda 3 kDa ve 10 kDa’luk peptit fraksiyonlarin
iceren ve igcermeyen sucuklarda (toplam 5 grup) iiretimin 0., 6. ve 12. gilinlerinde
yiriitilmistiir. Ayrica 3 aylik depolama siiresince analizler 30 giin ara ile tekrarlanmistir.
Lipit dispersiyonlarinda, sucuk ve peptit ekstraktlarinda yapilan analizler tekrarlanan
Ol¢iim diizeninde tesadiif bloklarinda faktoriyel deneme diizeninde Varyans Analiz
Teknigi (ANOVA) uygulanarak degerlendirilmistir. Sonuglara ait farkliliklar a=0.05
onem seviyesinde Tukey’s coklu karsilastirma testinden yararlanilarak belirlenmistir.
Analizlerde SPSS 28 (SPSS Inc., Chicago, IL, A.B.D) ve MSTAT istatistik paket

programlari kullanilmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Sigir Karacigerinde Enzimatik Hidroliz isleminin Optimizasyonu

Karaciger hidrolizat1 ve diisiik molekiil agirhiginda peptit fraksiyonlarina ait kontur plot
grafikleri sekil 4.1°de gosterilmektedir. Hidrolizat ve her bir peptit fraksiyonu igin
optimum kosullar 45°C'de 24 saat hidroliz olarak belirlenmistir. Yanit degiskeni
antioksidan aktivite olan grafiklerde goriildiigii iizere hidroliz sicakligi ve siiresinin
onemli diizeyde etkisi vardir (P<0.05). Sigir karacigerinin 50 ve 55°C'de hidrolizi, 0.61-
0.74 TEAC mM/mg araliginda serbest radikal sondiirme aktivitesine (RSA) sahiptir
(Cizelge 4.1). Hidrolizatin antioksidan aktivitesi 45°C'de gerceklestirilen hidroliz
isleminde daha yiiksek seviyede belirlenmistir. Hidroliz siiresinin artmasiyla, hidroksil

radikallerine kars1 daha yliksek yakalama etkisi saglanmaistir.

Benzer sekilde, hidrolizatin demir indirgeme giicii, 45 ve 50°C'de daha uzun hidroliz
siiresi sonucunda artmistir. En yiiksek FRAP degerleri sirasiyla 45 ve 50°C'de 24 saat
sonra 0.54+0.06 ve 0.50+0.01 mM FeSO4 olarak ol¢iilmiistiir. Yanit yiizey yontemine
gore karacigerin hidrolizi i¢in en uygun kosul, 24 saatte 45°C olarak belirlenmistir.
Hidrolizatlara ait antioksidan aktivite sonuglar1 i¢in uygulanan ¢oklu karsilagtirma testi,
yilizey yanit yontemi tarafindan olusturulan ¢oziimlerle iligkilendirilmistir. Antioksidan
aktivite degerleri lizerindeki siire (X1) ve sicaklik (X2) etkileri Sekil 4.A'da gosterilmistir.
Her iki bagimsiz degisken de antioksidan aktivite i¢in onemliyken modelin P degeri
olduk¢a diisiik bulunmustur (P<0.01). Bu degerin diisiik olmas1 giiclii istatistiksel
anlamlilig1 gosterirken, RSA (0.0707) ve FRAP (0.5452) yanitsizlik uyumsuzlugu da
modelin uygulanabilirligini ortaya koymustur. Diizeltilmis R? istatistigi modelin, RSA

sonuglariin %86.46'simn1 ve FRAP degerlerinin %80.33'"lint agikladigini gostermistir.

Sekil 4.1’de gosterildigi lizere, bagimsiz degiskenler (siire ve sicaklik) ile yanit
degiskenleri (ABTS ve FRAP ol¢limleri) arasindaki iligkiyi 3 kDa (Sekil 4.1, 1) ve 10
kDa (Sekil 4.1, 1) molekiil agirligindaki peptit fraksiyonlari ic¢in gorsel olarak
aciklamaktadir. Karaciger hidrolizatindan (Sekil 4.1, III) {retilen peptitler igin,
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antioksidan aktiviteyi en iist diizeye ¢ikaran en uygun kosullarin her iki durumda da

45°C'de 24 saatlik hidroliz oldugu acik¢a goriilmektedir.
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Sekil 4.1 3 kDa (1) ve 10 kDa (1) peptid fraksiyonlarinda ve hidrolizatta (111) ABTS ve
FRAP antioksidan aktivite analizleri i¢in hidroliz siiresine (X1: saat) karsi

hidroliz sicakliginin (X2: °C) 3D kontur grafikleri
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Arastirmacilar, alkalaz ve protamex enzimlerini kullanarak protein hidrolizinin farkli pH,
sicaklik, E/S (enzim:substrat) orani ve siirelerini uygulamiglardir. Enzim se¢imi, elde
edilen hidrolizatlarin veya peptitlerin islevselligiyle hidroliz kosullar1 kadar dogrudan
iliskilidir. Genel olarak, protamex, genis spektrumlu endo-proteazlara ve peptit baglarina
diisiik 6zgiinliige sahip olmasi nedeniyle hayvansal protein hidrolizinde oldukga tercih
edilmektedir (Zheng vd. 2015). Alkalaz, 6ncelikli olarak aromatik amino asit kalintilarini
igeren peptit baglarini pargalamaktadir (Cui vd. 2021). Bu nedenle, Alkalaz ve
Protamex'in birlikte kullanimu, farkli protein kaynaklarindan antioksidan aktiviteye sahip
daha kii¢iik peptitlerin iiretilmesini saglayabilir (Shen vd. 2008, Liang vd. 2021, Jia vd.
2022).

Primer amino grubu miktar1 peptit konsantrasyonunu temsil ederken (Nielsen vd. 2001),
protein ve polipeptitlerin Coomassie mavisi reaktifi ile baglanmasi protein miktarin
belirtmektedir (Bradford 1970). Bu dogrultuda, ABTS ve FRAP sonuglartyla uyumlu
olarak, 45°C'de 24 saatte iretilen hidrolizatta en yiiksek peptit konsantrasyonu
belirlenmistir. Bu parametreyi 50°C’de 18 ve 24 saatte gerceklestirilen hidrolizler sonucu
ulagilan peptit konsantrasyonlar: takip etmistir. Optimum kosullarda elde edilen ytliksek
peptit konsantrasyonu ve diisilk protein miktari, hidroliz verimliligini gostermistir.
55°C'de gergeklesen hidroliz, 45 ve 50°C ile karsilastirildiginda protein miktarinin
yiiksek olmasina neden olmustur. Bu olgu, muhtemelen ilgili enzimler arasinda optimal
calisma sicakliklarindaki farkliliklardan kaynaklanan, belirli bir enzimin baskinligia
atfedilebilir. Protamex enziminin 55°C'de nispeten diisiik aktivitesi, par¢alanmamis
protein miktarinin daha yiiksek olmasindan sorumlu olabilir (Cizelge 4.1). Cui vd. (2021),
siit proteini hidrolizinde Protamex kullanilmasi ile 10 kDa'dan biiyiik molekiil agirligina
sahip polipeptitlerin olustugunu, alkalaz kullanimi ile daha ileri bir degradasyon elde
edildigini bildirmislerdir. Bu nedenle, Protamex, diisiik molekiil agirligindaki peptitlerin
(<10 kDa) korunmasindan sorumlu enzim olabilir. Dolayisiyla, hidroliz sicakligi, farkli
enzimlerin birlikte kullanilmas1 halinde, enzim aktivitelerinin dengelenmesini etkileyen
kritik bir faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir. Karacigerin 45°C'de 24 saatlik hidrolizi, ~10
kDa molekil agirliginda peptitlerin liretimine ve dolayisiyla antioksidan aktiviteye
katkida bulunmus olabilir. 55°C'deki islem sonucunda kiiclik peptitler muhtemelen

serbest amino asitlere parcalanmis olabilir. Bu da diisiik antioksidan aktivitenin nedeni
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olabilir. Ote yandan, 50°C'deki hidroliz, kii¢iik peptitlerden ziyade polipeptitlerin iiretimi
ile sonuglanmigtir. Dolayisiyla, optimal kosullarda iiretilen karaciger hidrolizatinin
yiiksek antioksidan aktivitesinin muhtemel aciklamalarindan biri, literatiirde sikca

bahsedildigi iizere, molekiil agirlig1 diisiik peptit i¢erigine sahip olmasidir.

Cizelge 4.1 Farkli kosullarda hidroliz edilen karacigerin antioksidan aktivite, peptit
konsantrasyonu ve protein miktar: sonuglari

ABTS Peptit Protein miktari
Grup (TEAC mM/mg FRAP konsantrgsyonu (ng/ml)
liyofilize 6rnek) (MM FeSO:) (kg peptit/mg
liyofilize 6rnek)

55T-12h 0.76+0.04" 0.36+0.06™ 131.66+0.05% 376+0.00"
55T-18h 0.71+0.03" 0.30+0.06° 125.24+0.06¢ 454+0.022
55T-24h 0.64+0.02° 0.33+0.06" 130.87+0.03% 418+0.01%®
50T-12h 0.74+0.02 0.36+0.01" 128.97+0.02% 419+0.00%
50T-18h 0.75+0.04" 0.46+0.04% 136.33+0.02° 342+0.02%
50T-24h 0.61+0.07° 0.50+0.012 136.13+0.02° 306+0.01¢%
45T-12h 0.74+0.04" 0.36+0.02" 130.60+0.01% 352+0.01%
45T-18h 0.86+0.03% 0.44+0.01% 136.06+0.05° 242+0.01f
45T-24h 0.97+0.012 0.54+0.062 142.45+0.002 295+0.01®

55T, 50T ve 45T, sirastyla 55, 50 ve 45°C'de hidroliz sicakliklarini; 12h, 18h ve 24h, sirasiyla 12,
18 ve 24 saatlik hidroliz siiresini gostermektedir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. Farkli harfler, her siitunda anlamli farkliliklar1 (P<0.05) gostermektedir.

Cizelge 4.2 ve gizelge 4.3, sirasiyla karaciger hidrolizatindan elde edilen 3 ve 10 kDa
fraksiyonlarda 6l¢iilen antioksidan aktivite ve peptit konsantrasyonu degerlerinin hidroliz
stiresi ve sicakligindan 6nemli diizeyde etkilendigini gostermektedir (P<0.05). ABTS ve
FRAP analiz sonuglar1, uzun hidroliz siiresinin tiim sicaklik derecelerinde daha yiiksek
antioksidan aktivite sagladigini gostermistir. Ayrica, en yiiksek peptit konsantrasyonlari,
sirastyla 45 ve 50°C'de 24 ve 18 saatlik hidroliz sonucunda elde edilen 3 kDa peptit
fraksiyonlarinda belirlenmistir. Benzer sekilde, uzun hidroliz stirelerinin 10 kDa peptit
fraksiyonlarindaki peptit konsantrasyonlari iizerinde olumlu etki gosterdigi tespit
edilmistir. 55°C'de gerceklestirilen hidroliz islemi sonucunda 3 kDa peptit
fraksiyonlarinda daha diisiik peptit konsantrasyonlar1 belirlenmis ve bu fraksiyonlarin
diisiik antioksidan aktivite gostermesi, peptit konsantrasyonunun diisiik olmasi ile

iliskilendirilmistir.
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Cizelge 4.2 Farkli kosullarda hidroliz edilen karacigerden elde edilen 3 kDa molekiil
agirh@inda peptitlere ait antioksidan aktivite ve peptit konsantrasyonu

sonugclari
3 kDa

ABTS Peptit konsantrasyonu
G (teAc m.M/mk% liyofilize ot oo (ugppept@;/mi )1iyoyﬁlize

orne orne
55T-12h 0.43+0.02¢ 0.34+0.05" 123.50+0.20°
55T-18h 0.47+0.01° 0.28+0.04°¢ 139.58+0.05%
55T-24h 0.48+0.01° 0.31+0.04°¢ 139.24+0.08%
50T-12h 0.45+0.01°¢ 0.37+0.02" 140.86+0.04%
50T-18h 0.52+0.01% 0.36+0.02" 144.92+0.022
50T-24h 0.51+0.02% 0.50+0.012 141.98+0.03%®
45T-12h 0.42+0.02° 0.37+0.03 131.12+0.10%
45T-18h 0.46+0.02" 0.45+0.01% 134.50+0.02%
45T-24h 0.59+0.0082 0.46+0.03% 145.76+0.052

55T, 50T ve 45T, sirastyla 55, 50 ve 45°C'de hidroliz sicakliklarini; 12h, 18h ve 24h, sirasiyla 12,
18 ve 24 saatlik hidroliz siiresini gostermektedir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak
verilmistir. Farkli harfler, her siitunda anlaml: farkliliklar1 (P<0.05) gostermektedir.

Enzimatik hidrolizle elde edilen peptitlerin antioksidan aktivitesi, E/S orani, pH, siire ve
sicaklik gibi faktorlerden etkilenmektedir. Ancak, bu faktorler arasinda, hidroliz siiresi ve
sicakligin etkisinin nispeten daha az oldugu bulunmustur (Yang vd. 2020). Alkalaz ve
Protamex, Ozellikle hayvansal ve deniz iiriinii kaynaklarindan antioksidan peptitler
tiretme yetenekleriyle bilinmektedir (Ahn, vd. 2012). Bu ozellikleri, gesitli peptitlerin
tiretilmesini saglayan endo-peptidaz aktivitelerine baglanabilir. Bu caligmadan elde
edilen sonuglar, hidroliz isleminde enzimlerin birlikte kullaniminin her zaman bir
optimizasyon gerektirdigini gostermektedir. Clinkii, siirecte kullanilan her enzimin farkl
optimal ¢alisma kosullar1 vardir ve bu kosullar ayn1 zamanda kullanilan substrat ¢esidine
bagh olarak degiskenlik gosterebilir. Martinez vd, (2023), alkalaz enzimi ile sigir
akcigerinin 50-60°C’de (pH 7.5-8.5) 120 dakika hidrolizi ile yiiksek antioksidan aktivite
elde edildigini ortaya koymustur. Borrajo vd. (2020), domuz karacigerinin alkalaz ile 8
saatlik enzimatik hidrolizi sonucunda elde edilen 5 ve 10 kDa peptitlerde ABTS
yontemiyle 6l¢iilen antioksidan aktivitelerini sirasiyla 815 ve 1068 mg askorbik asit/100
g ornek olarak bildirmistir. FRAP yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerleri
ise, 5 ve 10 kDa peptitler i¢in sirastyla 43.3 ve 62.4 (umol Fe*?/100 g) olarak belirtilmistir.
Bu sonuglar tez ¢alismasinda 45°C’de 24 saatte iiretilen 3 ve 10 kDa peptitlerin ABTS

yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite sonuglari ile benzerlik gdstermekte olup, 10
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kDa peptitlerin antioksidan aktivitesi 3 kDa peptitlerin antioksidan aktivitesinden daha
yiiksektir (P<0.05).

Cizelge 4.3 Farkli kosullarda hidroliz edilen karacigerden elde edilen 10 kDa molekiil
agirhiginda peptitlere ait antioksidan aktivite ve peptit konsantrasyonu

degerleri
10 kDa

ABTS Peptit konsantrasyonu
Grup (TEAC mM/mg liyofilize (m',\:ARFQSPOA) (ug peptit/mfi )liyoﬁlize

ornek) orne
55T-12h 0.44+0.02°¢ 0.35+0.073 141.20+0.02°
55T-18h 0.50+0.02% 0.30+0.08" 142.25+0.02°
55T-24h 0.48+0.01°¢ 0.28+0.06° 121.31+0.02°
50T-12h 0.38+0.02° 0.35+0.013¢ 138.90+0.02°
50T-18h 0.53+0.01% 0.40+0.02%¢ 140.46+0.02°
50T-24h 0.54+0.01%¢ 0.42+0.04%¢ 141.74+0.02°
45T-12h 0.54+0.01%¢ 0.35+0.028¢ 131.88+0.02%
45T-18h 0.65+0.01% 0.45+0.02% 131.48+0.02%
45T-24h 0.73+0.02° 0.48+0.06° 140.29+0.02?

55T, 50T ve 45T, sirastyla 55, 50 ve 45°C'de hidroliz sicakliklarini gosterir; 12h, 18h ve 24h, sirasiyla 12,
18 ve 24 saatlik hidroliz siiresini gdsterir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Farkli
harfler, her siitunda anlamli farkliliklar1 (P<0.05) gosterir.

Sekil 4.2'de farkli siire ve sicakliklarda hidroliz edilen sigir karacigerine ait SDS-PAGE
gorseli yer almaktadir. 55°C'de yapilan hidroliz, 55 kDa'dan biiyiik polipeptitlerin
par¢alanmasina neden olmustur. 50°C'de (12-24 saat) ve 45°C'de (12 ve 18 saat) liretilen
hidrolizatlarda 180 kDa {izerindeki protein bantlar1 belirgin haldedir. A jelinde 35-55 kDa
araligindaki bantlarin diisiik yogunluga sahip oldugu goriilmektedir. Ayni1 molekiil
agirhigindaki bu bantlarin yogunlugu B ve C jellerinde daha yiiksektir. 55°C'de iiretilen
hidrolizata ait jelde 15 kDa’un altindaki bantlar 50°C ile kiyaslandiginda daha diisiik
yogunluktadir. A jelinde ~22 kDa molekiil agirligina sahip polipeptitler goriiniirken,
bunlar B ve C jellerinde gorsellestirilmemistir. Bununla birlikte, 10-15 kDa bantlarinin
yogunlugu 50 °C'de, 55 ve 45 °C'ye kiyasla daha yiiksektir. 50°C’de 12 ve 18 saat
sonunda tretilen hidrolizatlarda ~12 kDa molekiil agirligina sahip peptitler yiiksek
yogunlukta goériilmektedir. Bu bant 24 saatlik hidroliz sonucu kaybolmustur. 45°C’de
genel olarak diisiik bant yogunluklar1 goériilmektedir. Bu durum polipeptitlerin 6nemli

diizeyde parcalandiginin bir gostergesidir.
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(A) 55°C (B) 50°C (C) 45°C

kDa kDa kDa
180

180 180
100 130 130
70 70 70
55 55 55
40 40 40
35 35 35
25 25 25
15 15 15
10 10 10

12h 18h 24h 12h 18h 24h 12h 18h 24h

Sekil 4.2 Farkli kosullarda hidroliz edilen karaciger hidrolizatlarinda protein
degradasyonunu gosteren SDS-PAGE gorseli

Karacigerin 45°C'de 24 saat hidrolizi, ~10 kDa olan diisiik molekiil agirlikli peptitlerin
olusumuna ve bu da antioksidan aktiviteye katkida bulunmus olabilir. Ciinkii 55°C'de
hidroliz islemi kiigiik peptitlerin olasi serbest amino asitlere ayrigsmasina yol agmius,
50°C'de yapilan hidroliz ise daha ¢ok biiyiik polipeptitlerin olusumuna neden olmustur.
Dolayisiyla, hidrolizatin yiiksek antioksidan aktivitesinin (45°C, 24 saat) bir muhtemel
aciklamasi, literatiirde siklikla belirtildigi iizere diigiik molekiil agirlikli peptit icerigidir
(Bechaux vd. 2019, Ji vd. 2019).

4.2 Karaciger Hidrolizatinin Fonksiyonel Ozelliklerine Ait Lipit Dispersiyonlarinda
Yapilan Analiz Sonuclar

Enzimatik olarak elde edilen karaciger hidrolizatlarinin fonksiyonel &zellikte olup
olmadigint anlamanin yollarindan biri, antioksidan 6zelliginin olup olmadiginin ortaya
konulmasidir. Bunun i¢in iki farkli lipit dispersiyon ortami se¢ilmistir. Emiilsifikasyon
teknigi genel olarak oksidasyona zemin hazirlayan bir islemdir. Ancak gesitli gidalarin
tiretiminde siklikla uygulanmaktadir. Sulu faz igerisinde yer alan ve emiilsifikasyona
dahil olmayan antioksidanlarin, emiilsiyon stabilitesini emiilsiyon ara yiizeyinde yer alan

antioksidan 6zellikli emiilsifiyerlere gore daha basarili sekilde artirdigi bildirilmistir
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(Berton-Carabin vd. 2014). Son yillarda lipozom ve emiilsiyonlarin, peptitlerin uzun
donemde stabilitesini ve fonksiyonel dzelliklerini koruyabilecek tasiyici sistemler olarak
kullanimina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Proteinlerden farkli olarak hidrolizatlar,
aktif gruplar1 daha erisilebilir oldugu i¢in prooksidanlara daha kolay baglanirlar ve
oksidasyon reaksiyonlarinin yavaslatilmasini saglarlar (Karami ve Akbari-adergani
2019). Hidrolizat ve peptitlerin tastyicist olarak kullanilabilmesi i¢in o6ncelikle bu
sistemlerde etkinliginin belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle hidrolizatin fonksiyonel

niteliginin arastirilmasi i¢in emiilsiyon ve lipozom sistemleri tercih edilmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki karaciger hidrolizati ilave edilmis lipit dispersiyonlarinin
oksidatif stabilitesi, 20-25°C'de 14 giinliik depolama siiresi boyunca primer (konjuge
dien) ve sekonder (malondialdehit) oksidasyon fiiriinlerinin olusumu izlenerek
degerlendirilmistir. Emiilsiyon ve lipozomlarin partikiil boyutu depolama siiresince
izlenerek emiilsiyonun fiziksel stabilitesi degerlendirilmistir. Yapilan tiim analizlerde
depolama siiresi ve hidrolizat ilavesi arasinda interaksiyon oldugu belirlenmistir

(P<0.05).

4.2.1 TBARM

Emiilsiyon ve lipozomlarin TBARM sonuglar1 hidrolizat ilavesi ve depolama siiresi
interaksiyonundan etkilenmistir (P<0.01). Tween-20 emiilsiyonlarina ait TBARM
miktarlarinda meydana gelen degisim sekil 4.3'te gosterilmistir. Hidrolizat ilave
edilmeyen Orneklerde lipit oksidasyonu daha hizli artig géstermistir. Tiim gruplarda
TBARM miktarlar1 7. giinde artma egilimindedir (P<0.01). Tween-20 emiilsiyonunda
diisiik hidrolizat konsantrasyonu (1TH), 7. giinde lipit oksidasyonu iizerinde etkili
olmamustir. %0.1 hidrolizat ilavesi, yiiksek konsantrasyonlara kiyasla daha az etkili olsa
da, depolama siiresinin sonunda kontrol (22.21 mg MDA/kg) ile karsilagtirildiginda lipit
oksidasyonunu yavaglatmistir (8.71 mg MDAV/Kg). Lipit oksidasyonu en yavas 0.3 ve
0.5% hidrolizat ilaveli emiilsiyonlarda gergeklesmis, 3TH ve 5STH’da TBARM degerleri
sirastyla 1.38 ve 1.08 mg MDA/kg'dan (7. giin), 0.16 ve 0.33 mg MDA/kg'a (14. giin)

diismiistiir.
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TEARM (mg MD Afkg)

Depolama siiresi {gfin)

Sekil 4.3 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlart iceren lesitin
emiilsiyonlarimin depolama sirasinda TBARM sayilarinda meydana gelen
degisim

TK, kontrol; 1TH, 3TH ve 5TH, swrastyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat iceren Tween-20

emiilsiyonlari. A-C: Farkli biiylik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince gilinler arasi

farkliliklart (P<0.01); a-c: Farkl kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplari arasindaki
anlaml farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Lesitin emiilsiyonlarinda, sadece kontrol grubunda (1.28'den 27.26 mg MDA/kg'a) keskin
bir TBARM artis1 gozlenmistir (P<0.01) (Sekil 4.4). Bu durum, konsantrasyona baglh
olmaksizin hidrolizatlarin lipit oksidasyonu {izerindeki etkinligini gostermistir. Tween-
20 ile hazirlanan emiilsiyonlarin aksine, 0.1% hidrolizat bile lesitin emiilsiyonlarinda lipit

oksidasyonunu geciktirmede basarili olmustur.
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Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlart iceren lesitin
emiilsiyonlarinin depolama sirasinda TBARM sayilarinda meydana gelen
degisim

FK, kontrol; 1FH, 3FH ve 5FH, sirasiyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat igeren lesitin emiilsiyonlari.

A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince giinler arasi farkliliklart

gostermektedir (P<0.01). a-c: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplari

arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). Hata ¢ubuklar1 standart sapmayi
gostermektedir.

Oksidasyonun en yiiksek seviyesine, LK ve 1LH'de 7. giinde ulasilmigtir. 5SLH’da daha
diisik TBARM degerlerinin belirlenmis olmasi yiliksek hidrolizat konsantrasyonunun
lipit oksidasyonunu geciktirmede basarili oldugunu gostermektedir. Depolama siiresinin
sonunda, tiim hidrolizat konsantrasyonlar1 benzer sekilde TBARM degerlerini
diisirmiistir. K grubunda TBARM degerinde meydana gelen azalma ise lesitinin
antioksidan etkisi ile iligkili olabilir. Konsantrasyona bagli olmaksizin, hidrolizat igeren
lipozomlar kontrol grubundan daha diisik TBARM degerlerine sahiptir. Kontrol
grubunda 0.37 mg MDA/kg iken, hidrolizat igeren lipozomlarda TBARM degerleri 0.05

mg MDA/kg'nin altinda belirlenmigtir. KH’nin lipozom sisteminde antioksidan aktivite
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gostermesi ve bunu siirdiirebilmesi, gidalarda matriks ile etkilesimini dnlemek ve yapiy1

korumak amaciyla lipit dispersiyon sistemlerinde kullanilabilecegini gostermektedir.

TEARM (mg MD Akg)

T

Depolama siresi | git)

Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlar1 iceren lipozomlarin
sirasinda TBARM sayilarinda meydana gelen degisim

LK, kontrol; 1LH, 3LH ve 5LH, sirastyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat iceren lipozomlar. A,B:
Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince gilinler arasi farkliliklart
gostermektedir (P<0.01). a-c: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplari
arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). Hata cubuklar1 standart sapmayi
gostermektedir.

Emiilsiyonlardan farkli olarak, lipozomlarin baslangicta yiiksek TBARM degerine sahip
oldugu rapor edilmistir (Yang ve Xiong 2018). Ancak, bu c¢alismadan elde edilen
baslangic TBARM degerleri, literatiirde bildirilen verilerin aksine daha diisiiktiir. Bu
durum, sonikasyon parametrelerimiz arasinda diisiik siispansiyon hacminin (30 ml) daha
1yi sicaklik kontrolii ve daha kisa siireli sonikasyon saglamis olmasindan kaynaklanmig

olabilir.
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Aragtirmacilar tarafindan bildirildigi tizere, lipit dispersiyonlarina ilave edilen protein
hidrolizatlarinin konsantrasyonlar1 artttkca TBARM degerlerinde azalma gozlenmistir.
Bitkisel protein hidrolizatlarinin ¢esitli lipit dispersiyonlarinda antioksidan olarak
kullanildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcut olmasina ragmen, hayvansal protein
hidrolizatlarinin kullanildig1 ¢aligmalarin sayisi sinirlidir. Sonuglarimizla uyumlu olarak,
domuz kemigi hidrolizatlarinin, soya fasulye yagi ve Tween-20 ile hazirlanan
emiilsiyonlarda lipit oksidasyonunu geciktirme etkisine sahip oldugu bildirilmistir.
Hidrolizatlar ~ emiilsiyon  hazirligina  dahil  edilmesine ragmen, hidrolizat
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte primer ve sekonder oksidasyon iiriinleri diizeyinde

diistis gortlmistiir (Liu vd. 2018).

4.2.2 Konjuge dien

Emiilsiyonlarda ve lipozomda, hidrolizat ilavesi ile depolama siiresi arasinda interaksiyon
oldugu belirlenmistir (P<0.01). Tween-20 emiilsiyonlarinda, hidrolizat ilavesi tiim
konsantrasyonlarda konjuge dien (KD) olusumunu azaltmistir (Sekil 4.6). ilave edilen
hidrolizat konsantrasyonunun artmasi, 7. giinde diisitk KD igerigine neden olsa da
hidrolizat i¢eren 6rnekler arasinda 14. giinde 6nemli bir fark tespit edilmemistir. 7. glinde
en yliksek KD miktar1 FK’da (1.03 g/100 g yag), en diisiik KD miktar1 ise 5SFK’da (0.43
g/100 g yag) belirlenmistir. 7. giinden sonra KD miktarindaki en fazla diisiis 1FK’da
meydana gelmistir (yaklasik 0.45 birim). Depolama siiresince kontrol 6rneklerinin KD
miktarlarmin artma egiliminde oldugu goriilmiistiir. %5 hidrolizat ilavesi 7. glinden

itibaren antioksidan etki gdstermis ve KD miktarini en diisiik seviyeye getirmistir.
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Sekil 4.6 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlart iceren Tween-20
emiilsiyonlarinin depolama sirasinda konjuge dien miktarinda meydana gelen
degisim

TK, kontrol; 1TH, 3TH ve 5TH, sirasiyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat iceren Tween 20

emiilsiyonlari. A-C: Farkli biiylik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince gilinler arasi

farkliliklart gostermektedir (P<0.01). a-d: Farkli kii¢iik harfle gosterilen degerler, uygulama
gruplari arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). Hata ¢ubuklari standart sapmay1
gostermektedir.

Konjuge dien miktar1 kontrol grubunda depolama siiresince artmis, 14. giinde en yiiksek
seviyeye ulasmistir. 1FH’da en yiiksek artis 7. glinde gerceklesmis olup 14. giinde
degismemistir. 3FH ve 5FH’da ise en yiiksek KD miktarlar1 7. glinde belirlenmistir.
Lesitin emiilsiyonlarinda 7. ve 14. giinlerde yiiksek konsantrasyonda hidrolizat ilavesinin
KD miktarimi kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli diizeyde azalttig1 belirlenmistir (Sekil
4.7). Depolama sonunda elde edilen veriler, hidrolizatin diisiik konsantrasyonlarda bile
(1FH ve 3FH) KD olusumunu azalttigini gostermistir. Depolama siiresinin sonunda en
yiiksek KD miktar1 FK'de (1.30 g/100 g yag), en diisiik KD miktart ise SFH'de (0.55 g/100
g yag) belirlenmistir.
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Sekil 4.7 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlar1 igeren lesitin
emiilsiyonlarinin depolama sirasinda konjuge dien miktarinda meydana gelen
degisim

FK, kontrol; 1FH, 3FH ve 5FH, sirasiyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat iceren lesitin emiilsiyonlari.

A-C: Farkhi biiyiik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince gilinler arasi farkliliklart

gostermektedir (P<0.01). a-c: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplari

arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). Hata cubuklar1 standart sapmayi
gostermektedir.

Farkli konsantrasyonlarda hidrolizat ilave edilen lipozom 6rneklerinin KD miktarlarinda
meydana gelen degisim sekil 4.8’de gosterilmistir. Kontrol 6rneklerinin KD miktarlari
depolama siiresince artmis, baslangicta 0.19 g/100 g yag iken depolama sonunda 0.96
g/100 g yag olarak belirlenmistir. Hidrolizat ilave edilen 6rneklerde ise konsantrasyona
bakilmaksizin depolama siliresine bagli bir degisim gozlenmemistir. KD degerleri
depolama siiresince 0.21-0.34 g/100 g yag araliginda belirlenmistir. Emiilsiyon
sistemlerinden farkli olarak, hidrolizat konsantrasyonunun konjuge dien miktar1 {izerine

etkisi onemsiz bulunmus, yani tiim konsantrasyonlar benzer etki gostermistir (P>0.05).
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Ancak, depolama sonunda hidrolizat icermeyen lipozomun hidrolizat igeren 6rneklerin

yaklasik ti¢ kat1 konjuge dien igerigine sahip oldugu tespit edilmistir.

komjuge dien (@ 100g g

Depolama sires | gi)

Sekil 4.8 Farkli konsantrasyonlarda siir karaciger hidrolizatlar1 i¢eren lipozomlarin
depolama sirasinda konjuge dien miktarinda meydana gelen degisim

LK, kontrol; 1LH, 3LH ve 5LH, sirastyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat i¢eren lipozomlar. A-C:
Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince gilinler arasi farkliliklar
gostermektedir (P<0.01). a-b: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplar
arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). Hata ¢ubuklar1 standart sapmayi
gostermektedir.

Genel olarak, tiim konsantrasyonlar lipit oksidasyonunu sinirlama kabiliyetine sahiptir.
Ancak, yiiksek hidrolizat konsantrasyonlarmin daha iyi etki gosterdigi gorilmiistiir.
Emiilsiyonlarda, adsorbe olmayan proteinler, sulu fazda olduklarinda pro-oksidanlarin
baglanmasi nedeniyle antioksidan olarak etki gosterme egilimindedir (Hinderink vd.
2021). Dispersiyon sistemlerindeki lipit oksidasyonu iizerine yapilan ¢aligmalar, protein

hidrolizatlarinin ve peptitlerin, metal iyonlarmni yakalayarak, radikalleri yok ederek, H
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iyonlar1 bagislayarak ve peroksit onciillerine reaksiyon gostererek antioksidan etkilerini
gosterdigini one stirmektedir (Cheng vd. 2010, Zou vd. 2017). Calismamizda, hidrolizat
konsantrasyonundaki artisinin, depolama siiresince salinan pro-oksidanlarin baglanma

hizin1 artirabilecegi diistiniilmektedir.

4.2.3 Partikiil boyutu

Homojenizasyon siirecinde partikiillerin dagilmasi ve agregasyonu arasindaki denge,
partikiil boyutunu etkileyen temel faktordiir. Proteinler ve peptitler, yag/su arayiiziinde
bulunduklarinda, yani emiilsiyonlara sonradan degil de homojenizasyon asamasinda ilave
edildiklerinde partikiil boyutunu azaltma yetenegine sahiptir (Liu vd. 2018). Bu
calismada karaciger hidrolizatinin emiilsiyonlara homojenizasyon islemi sonrasinda ve
lipozoma siispansiyon seklinde ilave edilmesi orneklerin baslangig partikiil boyutunu
belirgin sekilde artirmistir. Emiilsiyonlarda ve lipozomda, hidrolizat ilavesi ile depolama

sliresi arasinda interaksiyon oldugu belirlenmistir (P<0.01).

Depolama baslangicinda hidrolizat igermeyen Tween-20 emiilsiyonlariin partikiil
boyutu 322.4 nm olarak belirlenmistir (Sekil 4.9). Hidrolizat ilavesi partikiil boyutunun
artmasina sebep olmus ve yiiksek konsantrasyonda hidrolizat iceren emiilsiyonlarin
partikiil boyutu 400 nm’nin iizerinde ol¢iilmiistiir. 7. giinde 1TH ve 3TH arasinda bir
farklilik goriilmezken (P>0.05), STH’mn partikiil boyutu baslangic degerine kiyasla
azalarak K ile ayn1 seviyeye gelmistir. TK’nin partikiil boyutu ise depolama siiresince
artig gostermis, depolama sonunda 412.3 nm olarak Sl¢iilmiistiir. Depolama sonunda en
diisiik partikiil boyutu STH’da belirlenmis (358.4 nm), diger gruplar ile K ayn1 seviyede

kalmistir.

Partikiil boyutu gibi, polidispersite indeksi (PDI) de lipit dispersiyonlarun stabilitesi ile
karakterizedir (Lei vd. 2019). Orneklerin baslangig polidispersite indeksleri 0.33-0.39
araliginda belirlenmistir. Partikiil boyutunun aksine, PDI degerleri 0. giinde yapilan
hidrolizat ilavesinden etkilenmemistir (P>0.05). Depolamanin 7. giiniinde baslangig ile

kiyaslandiginda daha diistik PDI elde edilmistir (0.27-0.34). Depolama sonunda hidrolizat
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ilave edilen 6rneklerde PDI diismeye devam etmis, kontrol grubunda ise degismemistir.

En diisiik PDI, partikiil boyutunda oldugu gibi 5TH’da 6l¢iilmiistiir (0.18).
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Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.9 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlar1 igeren Tween-20
emiilsiyonlarinin depolama sirasinda partikiil boyutunda (Z-ortalama:
ortalama partikiil ¢ap1, nm) ve polidispersite indeksinde (PDI) (¢izgi grafigi)
meydana gelen degisim

TK, kontrol; 1TH, 3TH ve 5TH, swrastyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat igeren Tween-20
emiilsiyonlari. A-C: Farkli biiylik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince partikiil boyutu
degerlerinde giinler arasi farkliliklar1 géstermektedir (P<0.01). a-c: Farkli kii¢iik harfle gosterilen
degerler, uygulama gruplari arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01).

Emiilsiyon {iiretiminde %S5 lesitin kullanilmast Tween 20 emiilsiyonlar1 ile
kiyaslandiginda partikiil boyutunun artmasina neden olmustur. Orneklerin baslangig Z-
ortalama degerleri FK’da en diisiik (432.2 nm) seviyededir (Sekil 4.10). Hidrolizat ilavesi
konsantrasyondan etkilenmeksizin partikiil boyutunu artirmigtir. Depolama siiresince
FK’nin partikiil boyutu artmig, depolama sonunda 458.7 nm olarak ol¢iilmiistiir. 7. giinde
1FH en yiiksek, SFH ise en diisiik partikiil boyutuna sahip olmustur. FK ve 3FH’ nin
partikiil boyutlari ise birbirlerine yakin degerlerdedir. Yiiksek konsantrasyonlarda (%3 ve
%05) hidrolizat ilave edilen emiilsiyonlarin partikiil boyutlar1 depolama siiresince azalmas,

14. giinde en diisiik seviyeye ulagmistir.
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Lesitin ile hazirlanan emiilsiyonlarda Tween-20 emiilsiyonlarina gére daha yiiksek PDI
Olgtilmistiir. 0. giinde gruplar arasi bir farklilik belirlenmemistir (P>0.05). 7. ve 14,
giinlerde ise SFK en diisiik PDI’ne sahiptir (siras1 ile 0.499 ve 0.338). K ve 1FH arasinda

bir fark goriilmemistir. Depolama siiresince PDI degerleri ise 0.579-0.645 araligindadir.
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Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.10 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlar1 igeren lesitin
emiilsiyonlarinin depolama sirasinda partikiil boyutunda (Z-ortalama:
ortalama partikiil cap1, nm) ve polidispersite indeksinde (PDI) (¢izgi grafigi)
meydana gelen degisim

FK, kontrol; 1FH, 3FH ve 5FH, sirasiyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat iceren lesitin emiilsiyonlari.
A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince partikiil boyutu degerlerinde
giinler aras1 farkliliklart gostermektedir (P<0.01). a-c: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler,
uygulama gruplari arasindaki anlaml farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01).

Depolama siirecinde lipit oksidasyonu emiilsiyon stabilitesini etkileyen onemli bir
faktordiir. Sulu fazda protein ve hidrolizatlarin mevcudiyeti protein molekiiliiniin tiglinciil
yapisina, yani yiizeye maruz kalan amino asitlerin antioksidan aktivitesine bagl olarak
lipit oksidasyonunu etkiler (Elias vd. 2008). Emiilsifikasyon isleminin kendisi biiyiik bir
enerji gerektirdiginden bu islem serbest radikal iiretimini artirir. Calismamizda her iki
emiilsiyonda da hidrolizat ilave edilmeyen Orneklerin partikiil biiyiikliigii depolama

sirasinda artmistir. Sulu faza antioksidan olarak karaciger hidrolizati ilave edilmesi lipit
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oksidasyonunu yavaslatmistir. Zhao vd. (2012) piring artiklarindan tiretilmis hidrolizat ve
Tween 20 kullanarak yag/su emiilsiyonlar1 iiretmis ve lipit oksidasyonu iizerine etkisini
14 giinlik depolama siiresince arastirmislardir. Hidrolizat-Tween 20 kullanilarak
hazirlanan emiilsiyonlarda kontrole kiyasla daha diisiik seviyede lipit oksidasyonu
belirlemiglerdir. Ancak, K’de 3 giin, hidrolizat i¢ceren emiilsiyonlarda ise 10 giinden sonra
flokiilasyon go6zlendigini ve fiziksel stabilitenin azaldigini ifade etmislerdir. Giinlimiize
kadar yapilmis calismalar protein yapida emiilsifiyerlerin diger emiilsifiyerlerle
kiyaslandiginda lipit partikiillerini oksidasyona karsi korumada daha basarili oldugunu
bildirmektedir. Ancak, bu ¢aligmalarin ¢cogunda yiiksek konsantrasyonlarda kullanilan
protein yapidaki emiilsifiyerlerin, antioksidan etkilerini ara yiizeyde adsorbe olmayan ve
sulu fazda yer alan kismimnin faaliyeti sonucu gosterdikleri disiiniilmektedir (Berton-
Carabin vd. 2014).

Sekil 4.11°de hidrolizat ilave edilen lipozomlarin partikiil boyutunda ve polidispersite
indeksinde meydana gelen degisim gosterilmistir. Baslangicta en diisiik partikiil boyutu
%0.1 hidrolizat ilaveli lipozomda Ol¢ililmiis, depolama sonuna kadar bu deger 58.74
nm’den 65.70 nm’ye yiikselmistir. Emiilsiyonlarda oldugu gibi lipozomda da kontrol
orneklerinin partikiil boyutu depolama siiresince artmistir. Depolamanin 7. giiniinden
itibaren ilave edilen hidrolizat konsantrasyonu partikiil boyutunu etkilememis, fakat bu
orneklerin partikiill boyutu K grubundan daha diisiik seviyede kalmistir (P<0.05).
Polidispersite indeksinin hidrolizat ilavesi ve depolama siirecinden etkilenmedigi

goriilmiistiir (P>0.05).
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Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.11 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlar1 iceren lipozomlarin
depolama sirasinda partikiil boyutunda (Z-ortalama: ortalama partikiil gapi,
nm) ve polidispersite indeksinde (PDI) (¢izgi grafigi) meydana gelen degisim

LK, kontrol; 1LH, 3LH ve 5LH, sirasiyla %0.1, 0.3 ve 0.5 hidrolizat iceren lipozomlar. A-C:
Farkl1 biiylik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince partikiil boyutu degerlerinde giinler
arasi farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). a-c: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama
gruplari arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01).

Emiilsiyonun lipit oksidasyonu ve fiziksel kararlilig1 birbirine yakin iliskili iki kavramdir.
Oksidasyon ilerledikge, lipit molekiillerinin arayiizdeki yonelimi degistirilebilir, ¢linkii
birgok oksidasyon iiriinii konum ve yonelimlerini degistirebilir. Pro-oksidanlar damlacik
ylizeyine ulastiginda, lipit molekiilleri ve pro-oksidanlar arasindaki etkilesimler
sonucunda serbest radikaller olusur. Bu serbest radikaller, damlacik igindeki lipitlerle
etkilesime gegebilir (McClements ve Decker 2000). Dolayisiyla, ¢ift-fazli sistemlerde
antioksidan kullanarak serbest radikallerin olusumunu smirlandirmak, oksidatif

kosullarda dahi fiziksel stabilite saglayabilmektedir.
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Faz ayrmu

Sekil 4.12 Emiilsiyon ve lipozomlarin depolama siiresince goriiniimleri

Lipit dispersiyon sistemlerinin hazirlanmasinda yararlanilan emiilsifiyerler fazla
miktarda kullanildiginda antioksidan etki gostermektedir. Ayni1 zamanda yliksek
konsantrasyonda emiilsifiyer kullanim1 faz ayrimina sebep olan bir bagka faktor olarak
gosterilmektedir (Ye ve Singh 2007). Calismamizda lesitin emiilsiyonlarinin tiretiminde
yiiksek konsantrasyonda lesitin kullanilmis olmasina ragmen, sekil 4.12°de goriildigi
tizere faz ayrimi sadece kontrol grubunda gozlenmistir. Sonug olarak, lesitin

emiilsiyonlarindaki diistik lipit oksidasyon seviyesi hidrolizat ilavesine atfedilebilir.

4.3 Biyoaktif Peptit ilavesinin Sucugun Kalite Ozelliklerine Etkisi

Sucuga peptit fraksiyonu ilave edilen iiclincli asama iki farkli amaci kargilamaya
yoneliktir. Birincisi, sucukta mikrobiyal, duyusal ve fiziksel kalite iizerine olumsuz bir
etki olmaksizin lipit ve protein oksidasyonlarinin 6niine gecilmesi, li¢ aylik depolama
siiresince {iriin 6zelliklerinin korunmasidir. ikincisi ise, fermantasyon ile iiretilen ve ok
sayida ingrediyenin yer aldigi kompleks bir matrikse sahip et {iriiniine ilave edilen

peptitlerin stabilitesinin belirlenmesidir.

61



4.3.1 Mikrobiyolojik

Karaciger hidrolizatindan farkli fraksiyonlarda (3 ve 10 kDa) izole edilen ve iki farkl
konsantrasyonda (%0.5 ve %1) sucuk hamuruna ilave edilen peptitlerin sucugun iiretimi
siiresince mikrobiyal profiline etkisini gosteren sonuglar cizelge 4.4’te verilmistir.
Enterobacteriaceae sayisi 0. giinde 2.97-3.26 arasinda degismistir. 6. ve 12. giinlerde ise
tiim gruplarda tespit edilebilir diizeyin altinda (<1) belirlenmistir. Bu durum, hammadde
ve tretim kosullarinin hijyenik Kkalitesini gOstermekte olup, peptit ilavesinin
Enterobacteriaceae sayisi iizerine etkisinin olmadigi belirlenmistir (P>0.05). Et
tirlinlerinde ¢esitli bitkisel ekstraktlar, ugucu yaglar, organik asitler vb. patojen
bakterilerin inhibisyonunu saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Fermente et iiriinlerinde
ise patojen bakteri inhibisyonu genellikle starter kiiltiirler tarafindan saglanmaktadir.
Starter kiiltiir olarak tercih edilen bakteriler tarafindan iiretilen metabolitler {iriin
giivenligine katkida bulunur. Bakteriyosinler peptit yapisinda bilesikler olup katyonik,
amfibilik ve hidrofobik karaktere sahip olmalari nedeniyle 6zellikle Gram-negatif
bakteriler iizerine etkilidir (Castellano vd. 2017). Lactobacillus curvatus tarafindan
tiretilen tig farkli sakasin tiiriiniin Enterobacteriaceae gelisimini yavaslattigi bildirilmistir
(Favaro ve Todorov 2017). Et iiriinlerinde hijyenik kalitenin bir gostergesi olan
Enterobacteriaceae sayisi, ayni zamanda tiriinde biyojenik amin olusumunu tesvik eder.
Yapilan arastirmalar starter kiltlir ilavesiyle {irliniin gilivenli hale getirildigini
gostermistir. Sun vd. (2016), L. plantarum ve S. xylosus kiiltiirleri fermente sosiste
birlikte kullanildiginda 9. giinde tam inhibisyon saglandigin1 ve Enterobacteriaceae tespit
edilmedigini bildirmislerdir. Bu etkinin starterli sosislerde su aktivitesi ve pH’da hizli
azalma ile iligkili oldugunu veya bakterisidal etkiden kaynaklandigini rapor etmislerdir.
Tez calismasinda 6. giinden sonra sucukta Enterobacteriaceae tespit edilmemis olmasi

starter kiiltiir kullanimina ek olarak etin baslangigtaki hijyenik kalitesi ile iliskili olabilir.
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Cizelge 4.4 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesinin sucuklarda iiretim siiresince
mikroorganizma sayilar1 tizerine etkisi (log kob/g)

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 5 1
Enterobacteriaceae
K 3.26+0.22 <1 <1
3P1 3.26+0.22 <1 <1
3P2 3.13+0.54 <1 <1
10P1 2.97+0.49 <1 <1
10P2 3.03+0.61 <1 <1
Ortalama** 3.13+0.044 <1B <1B
TAMB
K 7.38+0.04 9.03+0.69 8.17+£0.75
3P1 7.30+0.07 8.56+£0.49 8.25+0.55
3P2 7.25+0.04 8.49+0.53 8.31+0.50
10P1 7.29+0.14 8.53+0.51 8.15+0.57
10P2 7.41+£0.23 8.50+0.43 8.2440.75
Ortalama** 7.33+0.328 8.62+0.147 8.23+0.16"
KNK
K 7.03£0.05 4.60+0.37 4.83+0.16
3P1 6.92+0.04 4.74+0.01 4.86+0.12
3P2 6.96+0.05 4.76+£0.18 4.85+0.14
10P1 7.04+0.28 5.00+0.16 4.95+0.07
10P2 6.98+0.16 4.994+0.04 5.02+0.23
Ortalama** 7.03+0.06" 4.82+0.06° 4.93+0.04B
LAB
K 6.87+0.32 7.61£0.13 6.84+1.57
3P1 6.59+0.17 7.50+0.29 6.76x1.61
3P2 6.62+0.43 7.73£0.13 7.11£1.52
10P1 6.82+0.18 7.92+0.10 6.61+1.24
10P2 6.96+0.19 7.68+0.22 6.90+1.28
Ortalama 6.66+0.09 7.67+£0.06 7.39+0.48
MAYA-KUF

K 2.524+0.88 2.93+0.65 3.02+1.17
3P1 2.63+0.79 3.11+0.29 <1
3P2 2.474+0.96 3.34+0.48 <1
10P1 2.39+0.85 2.80+0.68 2.56+0.90
10P2 2.594+0.59 3.02+0.70 2.25+1.58
Ortalama** 2.5240.214 3.04+0.154 1.574+0.238

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.
A,B: Farkli biylk harfle gosterilen degerler, iiretim siiresince giinler arasi farkliliklari
gostermektedir. **P<0.01.
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Koagiilaz negatif kok bakteri sayisi tiretimin baglangicinda 6.92-7.04 log kob/g olarak
belirlenmistir. 6. giinde bakteri sayisinda azalma meydana gelmis ve 4.60-5.00 log kob/g
arasinda degismistir. En diisiik koagiilaz negatif kok bakteri sayis1 siras1 ile K grubunda
(4.60), 3P1 (4.74 log kob/g) ve 3P2 (4.74 log kob/g)’de belirlenmistir. 10 kDa peptit
fraksiyonlarini i¢ceren sucuklarda ise daha yiiksek sayida bakteri (5.00 ve 4.99 log kob/g)
tespit edilmistir. Uretim sonunda K, 3P1 ve 3P2’de koagiilaz negatif kok bakteri sayisi
artmistir. Buna karsin, 10P1 ve 10P2 gruplarina ait bakteri sayisinda degisim meydana
gelmemistir. Koagiilaz negatif koklar 6zellikle fermente et {irlinlerinin karakteristik
lezzetinin gelisiminde, nitrat rediiktaz aktivitesi yoluyla kirmizi rengin olusumu ve
stabilizasyonunda, istenmeyen bakterilerin Onlenmesinde ve oksidatif bozulmanin
engellenmesinde énemli yere sahiptir (Cruxen vd. 2017). Yu vd. (2021) tarafindan nisin
ve g-polylysine bakteriyosinlerinin kuru sosislerde koagiilaz negatif kok bakteri sayisi
tizerine etkisinin aragtirildigi calismada, depolamanin iiglincii giiniinde bakteri sayisinin
nisin ilaveli sosiste yaklasik 1 log daha diisiik oldugu belirlenmistir. g-polylysine ve
kontrol 6rnekleri arasinda ise depolama siiresince fark olmadig: bildirilmistir. 3. giinde
nisin ilaveli sosislerde ~4.5 log kob/g olan Staphylococcus sayisi depolama sonunda 6.0
log kob/g’a yiikselmistir. Kontrol ve g-polylysine ilaveli sosislerde ise yaklasik 0.5 birim

daha diistik bakteri sayis1 belirlenmistir.

Uretimin basinda 7.25-7.41 log kob/g araliginda belirlenen TAMB sayisi, 6. giinde 8.49-
9.03 log kob/g seviyelerine yiikselmis, iiretim sonunda ise 8.15-8.31 log kob/g arasinda
degismistir. En yiiksek TAMB sayis1 6. giinde K grubunda (9.03 log kob/g) belirlenmistir.
Peptit ilave edilen sucuklarda TAMB sayist K grubundan yaklasik 0.5 log birim daha
diisiiktiir. 12. giinde TAMB sayisi, K grubunda 8.17 log kob/g ve 10P1°de 8.15 log kob/g
olarak belirlenmistir. Peptit ilavesinin TAMB sayis1 iizerine etkisi olmadig1 belirlenmistir
(P>0.05). Yu vd. (2021) ise nisin ve e-polylysine ilavesiyle iiretilen kuru sosislerde
toplam bakteri sayisinin 3. giinde K’den daha diisiik oldugunu, depolamanin daha sonraki
giinlerinde ise bu Orneklerde daha yiiksek bakteri sayisi1 belirlemislerdir. Farkli starter
kiiltiirler kullanilarak iiretilen sosislerde ise baglangi¢c bakteri sayisi starter icermeyen
sosislerle kiyaslandiginda daha yiiksek bulunmustur. Fermantasyonun ilerlemesiyle

birlikte starter kiiltiir ilavesinin toplam bakteri sayisini etkilemedigi belirlenmistir (Sun
vd. 2016).
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Sucuklarda belirlenen LAB sayilar1 0. giinde 6.59-6.96 log kob/g iken 6. giinde
fermantasyonun etkisi ile en yiiksek seviyesine ulasmustir (7.50-7.92 log kob/g). Uretim
sonunda tiim gruplarda azalma gozlenmis, en yiiksek LAB sayis1 3P2°de belirlenmistir.
%0.5 oraninda peptit fraksiyonlar iceren gruplarda LAB sayis1 kontrolden daha diisiik
tespit edilmistir. Ancak, sucuklara %1 oraninda peptit ilavesi LAB gelisimini olumsuz
etkilememistir. LAB sayis1 en diisiik 10P1 grubunda (6.61 log kob/g), en yliksek 3P2
(7.11 log kob/g) grubunda tespit edilirken, K grubunda 6.84 log kob/g olarak
belirlenmistir. Fermente et iriinlerinin karakteristik o6zelliklerinin gelisimi ve {iriin
giivenligi agisindan (pH’da hizli azalma) biyoaktif 6zelligi nedeniyle iiriine ilave edilen
peptitlerin laktik asit bakteri gelisimini inhibe edici etkiye sahip olmamasi 6nemlidir.
Yukarida bahsedilen, nisin ve e-polylysine ilavesiyle iiretilen sosislerde 30 giinliik
depolama sonunda kontrole kiyasla daha yiiksek LAB sayis1 belirlenmistir. Ancak,
fermantasyonun ilk giinlerinde nisin LAB sayisinda énemli seviyede azalmaya neden
olmustur (P<0.05). 3. giinde K grubunda yaklasik olarak 6.50 log kob/g, nisin ilaveli
grupta ise 5.20 log kob/g bakteri sayilmistir. Depolama sonunda ise tiim orneklerde
ortalama 7.50 log kob/g LAB sayisi belirlenmistir (Yu vd. 2021).

Maya-kiif sayis1 K grubunda iiretimin baslangicindan itibaren artmis, peptit fraksiyonlari
iceren sucuklarda ise 6. giinde artmis, 12. giinde azalmistir. 0. giinde maya-kiif sayisi
2.39-2.63 araliginda belirlenmistir. En yiliksek degerler 6. giinde 3P2 ve 3P1°de
belirlenmistir. Buna karsin, 12. giinde en diisiik maya-kiif sayis1 yine bu gruplarda
belirlenmistir. Uretim sonunda K grubu 3.02 log kob/g maya-kiif sayisina sahipken, 3P1
ve 3P2 tespit edilebilir diizeyin altinda (<1) maya-kiif icermektedir. 10 kDa peptit
fraksiyonlar1 igeren gruplarda da K grubundan daha diisiik degerler elde edilmistir.
Uretim siiresince elde edilen degerler, 3 kDa molekiil agirliginda peptit fraksiyonlarinimn
yiiksek antifungal etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, 10 kDa molekiil
agirliginda peptitlerin de antifungal etkisi s6z konusudur. Giinlimiize kadar yapilan hi¢bir
calismada fermente bir et {lirliniiniin iiretimi siiresince peptit veya bakteriyosin ilavesinin
irtinde maya ve kiif gelisimi iizerine etkisinden bahsedilmemektedir. Ancak, gesitli et ve
et Uriinlerine peptit veya hidrolizat ilavesinin fungal gelisimi depolama siiresince
yavagslattig1 bildirilmistir (Bougatef vd. 2018, Verma vd. 2022, Yekta vd. 2020). Bununla

birlikte, peptitlerin antifungal etkisinin in vitro olarak arastirildigr smnirl sayida ¢alisma
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mevcuttur. EI-Saadony vd. (2021), kirmiz1 fasulye ve bezelyeden iirettikleri peptitlerin
Alternaria alternate inhibisyonu i¢in gerekli minimum konsantrasyonunun 55-80 pg/ml
oldugunu rapor etmislerdir. Bir baska ¢alismada, "Phaseolus mungo" (Mung fasulyesi)
tohumlarindan izole edilen 10 kDa molekiil agirligina sahip peptitlerin Physalospora
piricola, Mycosphaerella arachidicola, Botrytis cinerea, Pythium aphanidermatum,
Sclerotium rolfsii and Fusarium oxysporum tiirlerine karst antifungal etki gosterdigi
bildirilmistir (Wang vd. 2006). Cournoyer vd. (2022), domuz kaninin biiyiik olgiide
hemoglobinden olusan kati kismindan elde ettikleri hidrolizatlarin S. boulardii, C.
guilliermondii, K. marxianus, M. racemosus and P. chrysogenum iizerinde antifungal

etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.5, farkl konsantrasyonlarda peptit fraksiyonlari igeren ve icermeyen gruplarda
3 aylik depolama siiresince belirlenen mikroorganizma sayilarin1 gostermektedir.
Depolamanin baslangicindan itibaren tiim gruplarda Enterobacteriaceae sayisi <1 olarak

belirlenmistir.

Koagiilaz negatif kok bakteri sayis1 depolama baslangicinda (12.giin) 4.83-5.01 log kob/g
arasinda degismektedir. Tiim gruplarda en diigiik bakteri sayis1 72. giinde belirlenmistir.
Depolama siiresince gruplar arasinda énemli bir farklilik gortilmemektedir. Ancak 102.
giinde 10P2, diger gruplardan daha yiiksek koagiilaz negatif kok bakteri sayisina sahip
olmustur (4.77 log kob/g) (P<0.05).

Sucuklarin TAMB sayisi, 2. ayda depolama baslangicina gore bir miktar azalma
gostermis, depolama sonunda ise en diisiikk seviyeye ulasmistir (P<0.01). Depolama
baslangicinda 8.23 olarak belirlenen bakteri sayis1 depolama sonunda yaklasik olarak 1
logaritmik diizeyde azalarak 7.31 olarak belirlenmistir. Sucuklara peptit ilavesinin

TAMB sayisini etkilemedigi goriilmistiir.
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Cizelge 4.5 Farkl1 oranlarda peptit fraksiyonu ilavesinin sucuklarda depolama siiresince

mikroorganizma sayilar1 tizerine etkisi (log kob/g)

Depolama siiresi (ay)

Uygulama 0 1 > 3
K <1 <1 <1 <1
3P1 <1 <1 <1 <1
3P2 <1 <1 <1 <1
10P1 <1 <1 <1 <1
10P2 <1 <1 <1 <1
Ortalama

TAMB
K 8.17+0.75 8.30+0.58 7.51+£0.47 7.21+0.89
3P1 8.25+0.55 7.884+0.46 7.41+0.76 7.14+0.93
3P2 8.31+0.50 8.33+0.28 7.82+0.43 7.41+0.79
10P1 8.15+0.57 8.31+0.31 7.86+0.56 7.29+0.74
10P2 8.24+0.75 8.19+0.46 7.97+£0.46 7.524+0.52
Ortalama** 8.23+0.734 8.20+0.4278 7.72+0.54B 7.31+0.78¢
KNK
K 4.83+0.16 4.90+0.19 4.31+0.68 4.584+0.62
3P1 4.86+0.12 4.85+0.04 4.35+£0.52 4.57+0.58
3P2 4.85+0.14 4.86+0.11 4.35+0.66 4.54+0.88
10P1 4.95+0.07 5.13+£0.35 4.35+£0.48 4.57+0.86
10P2 5.02+0.23 4.994+0.20 4.3440.48 4.77+0.76
Ortalama* 4.90+0.044 4.95+0.054 4.34+0.148 4.61+0.1978
LAB
K 6.84+1.57 7.12+1.47 6.86+0.42 6.98+1.14
3P1 6.76x1.61 7.21£1.22 7.62+1.16 6.984+0.86
3P2 7.11+1.52 7.02+1.72 7.60+0.85 7.384+0.67
10P1 6.61+1.24 7.22+1.44 7.17+£0.24 7.60+0.86
10P2 6.90+1.28 7.28+1.44 7.51+0.52 7.42+0.53
Ortalama 6.84+0.148 7.17+0.18 48 7.35+0.56 A 7.27+0.74 A8
MAYA-KUF

K 3.02+1.172 <1 <1 <1
3P1 <]1°¢ <1 <1 <1
3P2 <1° <1 <1 <1
10P1 2.56+0.90P <1 <1 <1
10P2 2.25+1.58P <1 <1 <1
Ortalama* 1.57+0.23» <1B <1B <1B

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli

A,B: Farkli biliylik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince aylar arasi farkliliklar
gostermektedir. *P<0.05, **P<0.01.

Depolama baglangicinda LAB sayis1 en yiiksek 3P2 grubunda belirlenmistir (7.11 log
kob/g). LAB sayisinda, 2. aydan sonra peptit ilaveli gruplarda artma, K grubunda ise
azalma gozlenmistir. 3. ayda peptit i¢eren gruplarin LAB sayilar1 7.51-7.62 log kob/g
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iken, K grubunda 6.86 log kob/g'dir. 102. giinde K grubunda LAB sayis1 bir miktar artmus,
diger gruplarda ise azalmistir. Buna ragmen depolama sonunda en yiiksek bakteri sayisi

yiiksek oranda peptit i¢eren gruplarda (3P2 ve 10P2) belirlenmistir.

3P1 ve 3P2 gruplarina ait maya-kiif sayilar1 depolama baslangicinda <1 olarak
belirlenmis ve depolama siiresince degismemistir. Baslangigta en yiliksek maya-kiif sayisi
K orneklerinde belirlenmistir (3.02+1.17 log kob/g). K grubundan daha diigiikk maya-kiif
belirlenmis olmas1 10 kDa MA’l1 peptitlerin antifungal aktiviteye sahip oldugunu, ancak
bu aktivitenin 3 kDa MA’l1 peptitlerden daha diisiik oldugunu gostermistir. K, 10P1 ve

10P2’de maya-kiif sayilari, ancak 2. aydan itibaren <I seviyesine inmistir (P<0.05).

Literatiirde peptit ilavesinin et tirlinlerinin mikrobiyolojik kalitesine etkisini inceleyen
calismalarin sayist oldukca azdir. Fermente et iirlinline ilavesi ise daha Once
calistlmamistir.  Sigir  hemoglobininden  enzimatik  hidroliz  yoluyla iiretilen
antimikrobiyal niteligi kanitlanmis bir peptidin (a137-141) sigir koftesine %0.1 ve 0.5
oranlarinda ilave edildigi calismada 4°C’de 14 giin muhafaza siiresince TMAB, LAB ve
maya-kif sayilart arastirilmigtir. TMAB yiikiiniin peptit ilavesiyle kontrol grubu ile
kiyaslandginda azaldigini1 bildirmislerdir. Maya ve kiif sayisinin 9. giine kadar peptit
ilavesinden etkilenmedigini, sadece 7. gilinde %0.5 peptit ilavesi ile azaldiginm
belirlemislerdir. LAB sayisinin ise 14. glinde K’den daha diistik seviyede oldugunu rapor

etmislerdir (Przybylski vd. 2016).

4.3.2 Kimyasal bilesim

Farkli molekiil agirlig1 ve konsantrasyonlarda peptit ilavesi yapilan sucuklarin % nem,
kiil, yag ve protein miktarlar1 sekil 4.13’te verilmistir. Uretimin basinda %59 diizeyinde
nem iceren Orneklerin nem miktarlari tiretim sonunda %27-31 araliginda belirlenmistir.
Depolama siiresince nem igeriklerinde belirgin bir degisim meydana gelmemis, ancak
depolama sonunda 10 kDa peptit iceren gruplar 3 kDa peptit iceren gruplardan %],
kontrol grubundan ise %2 oraninda daha yiiksek nem igerigine sahip olmustur. Bu
orneklerin yiiksek nem igerikleri peptitlerin su tutma kapasitesi ile iliskilendirilebilir.

Denizat1 ve kanola proteinlerinden elde edilen hidrolizatlarin et iriinlerinde su tutma
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kapasitesini artirdigi bildirilmistir (Cumby vd. 2008, Karami ve Akbari-adergani 2019).
Sucuklarin baslangi¢ kiil miktarlart %2.37-2.54 araliginda iken iiretim sonunda %3.99-

4.35 ve depolama sonunda %3.69-4.12 olarak belirlenmistir.

mK =3P1 m3P2 m10P1 = 10P2

80,00
60,00 &kl
H ikl gddRl giddl gdER!
o 2000
z 0,00
< ' 0 12 42 72 102
=K 58,96 30,42 29,73 29,16 30,97
3P1 59,20 29,10 30,67 30,45 31,72
m3P2 59,82 27,79 29,84 29,60 31,78
m10P1 59,59 30,94 30,56 29,07 32,49
10P2 60,65 31,04 30,63 30,66 32,67
Stire (giin)
mK =3Pl m3P2 m10P1  10P2
6,00
5,00
4,00 Ize]l Begzl piEBI gl
3,00
200 P I
Z 1,00
° 0,00
0 12 42 72 102
mK 2,37 4,35 4,38 4,20 3,92
3P1 2,46 4,24 4,18 4,12 4,12
m 3P2 2,54 3,99 4,30 4,35 4,01
m10P1 2,45 4,15 3,87 4,47 3,68
10P2 2,54 4,05 4,11 4,20 3,99

Siire (giin)
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mK =3P1 =m3P2 m10P1 = 10P2

50,00
40,00 I .
30,00 I mwigBl didal I
20,00 JEI]
an
S 10,00
X
0.00 0 12 42 72 102
m K 20,08 32.34 36,01 33.73 3543
3P1 20,80 38.65 3453 34,63 36.33
m3P2 2264 3927 36.19 33,57 34.60
m10P1 1843 36.43 37.17 33.42 34.22
10P2 19,84 3478 33.46 34.77 34.06
Siire (giin)
mK =3P1 m3P2 m10P1  10P2
40,00
30,00 izl g I mimml T
20,00 B
< 10,00 '
£ 000
= ’ 0 12 42 72 102
S mK 18,59 32.88 29 87 32.90 29 67
3Pl 1754 28.01 30,62 30.80 2783
m3P2 1500 28.95 29 67 32.48 29 61
m10P1 1953 2848 28.40 33.04 29 60
10P2 16,97 30.14 31.80 30,37 29 27

Stire (giin)

Sekil 4.13 Farkl1 oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarin bilesim analizi
sonuglari

K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve
%1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.

Yag miktarlar1 liretimin basinda 10P1 ve 10P2’de diger gruplardan daha diisiik

bulunmustur. Uretim sonunda 3 kDa peptit ilavesi yapilmis sucuklarin yag icerikleri
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kontrol grubu ile kiyaslandiginda %7 daha yiiksektir. Depolama siiresince sucuklarin yag
miktarinda Onemli bir degisim meydana gelmemis ve ortalama %30 diizeyinde
seyretmistir. Sucuklarin % protein icerikleri 0.glinde %15.00-19.53 olarak belirlenmis,
tiretim sonunda (12.giin) kurumaya bagli olarak artarak %28.01-32.88 olmustur. Kontrol
grubunda % protein miktart depolama baslangicindan itibaren azalmis ve depolama

sonunda %3 daha diisiik olarak belirlenmistir.

4.3.3 pH

Farkli konsantrasyonlarda peptit ilave edilen sucuklarin pH degerlerinde iiretim sirasinda
meydana gelen degisimler sekil 4.14’te gosterilmektedir. Istatistik analiz sonucunda
peptit ilavesi ve siire faktorleri arasinda interaksiyon olmadigi (P>0.05), ancak her iki
faktoriin de ayr1 ayr etkiye sahip oldugu belirlenmistir (P<0.05). Uretim baslangicinda
5.79 olarak ol¢iilen pH degeri 6. giinde 4.50, liretim sonunda ise 4.54 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.6). Siireden bagimsiz olarak ornekler arasinda en diisiik pH K grubunda
belirlenmistir. 3P2, 10P1 ve 10P2’nin pH degerleri K’den daha yiiksektir. Protein
degradasyonu sonucu meydana gelen serbest amino asitler pH’y1 arttirma etkisine sahiptir
(Rawdkuen vd. 2013). Dolayisiyla, iiretim sirasinda pH degerleri arasinda goriilen bu

farklilik, ilave edilen peptit fraksiyonlarinin amino asit igerigi ile iligkili olabilir.

Cizelge 4.6 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iretilen sucuklarda iiretim
sirasinda pH degerleri

Uretim siiresi (giin)

Uygulama

0 6 12
K 5.7440.03 4.45+0.09 4.49+0.04 4.89+0.042
3P1 5.80+0.05 4.48+0.02 4.49+0.08 4.924+0.05%
3P2 5.80+0.02 4.51+£0.04 4.55+0.06 4.95+0.04%
10P1 5.81+0.02 4.51+£0.01 4.56+0.08 4.96+0.04%
10P2 5.80+0.07 4.57+0.03 4.6340.03 5.00+0.04¢
5.79+0.044 4.5040.04° 4.5440.068

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli
A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince aylar arasi farkliliklar1 (P<0.05);
a-c: Farkli kiiciik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplart arasindaki anlamli farkliliklart
gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.14 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarda pH degerinde
iiretim siiresince meydana gelen degisim

Depolama siiresince sucuklarin pH degerlerinde meydana gelen degisim ¢izelge 4.7°de
ve sekil 4.15’te gorlilmektedir. Peptit ilavesi ve siire faktorleri arasinda istatistiksel olarak
interaksiyon belirlenmemis olup, yalnizca depolama siiresi pH degerlerini etkilemistir
(pH<0.05). Depolamanin 1. ve 2. aylarinda baslangica gore pH’da artma (4.64+0.08),
depolama sonunda ise azalma tespit edilmistir (4.58+0.04). Depolama sirasinda meydana
gelen pH artis1 bu defa peptit ilavesi ile degil, et proteinlerinin degradasyonu sonucu

serbest amino asit miktarinin artmas ile iliskilendirilebilir.

Cizelge 4.7 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle tiretilen sucuklarda depolama
sirasinda pH degerleri

Depolama siiresi (ay)

Uygulama

0 1 2 3
K 4.49+0.04 4.57+0.06 4.59+0.06 4.56+0.05
3P1 4.49+0.08 4.62+0.14 4.60+0.06 4.53+0.07
3P2 4.55+0.06 4.67+0.17 4.69+0.04 4.57+£0.08
10P1 4.56+0.08 4.66%0.12 4.67+0.01 4.60+0.08
10P2 4.63+0.03 4.67+0.08 4.70+0.03 4.62+0.03
Ortalama 4.5440.06° 4.64+0.1178 4.65+0.04 4.58+0.06°

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.
A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince aylar arasi farkliliklar: (P<0.05)
gostermektedir.
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Biyoaktif peptit ilave edilecek gidanin pH’s1 biyoaktif niteligin korunmasi bakimindan
onem arz eder. Ciinkii pH, peptit bilesiklerinin net yikiinii, gida matrisi i¢inde
gerceklesen molekiiler etkilesimleri ve yapisim1 etkiler. Frankfurterlere farkli
konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu hidrolizat1 ilavesinin pH tizerinde etkisi olmadigi
rapor edilmistir (Barron-Ayala vd. 2020). Bufalo etinin farkli konsantrasyonlarda kirmizi
fasulye hidrolizatina daldirildig1 bir bagka ¢alismada ise 15 giinliik depolama siiresince
pH’da artis meydana geldigi, ancak yiiksek konsantrasyonda hidrolizat ile muamele
isleminin bu artis1 sinirlandirdigr bildirilmistir. Hidrolizat ilavesinin pH tizerindeki bu
etkisi mikrobiyal gelismenin smirlandirilmasi ile iliskilendirilmistir (EIl-Saadony vd
2021). Tez caligmasinda ise literatiir verileri ile kiyaslandiginda depolama siiresinin
etkisi i¢in benzer sonuglar s6z konusudur. Ancak tiretimde peptit ilavesiyle pH da az da
olsa bir artis s6z konusudur. Bu farklilik, protein hidrolizatlar1 ile kiyaslandiginda peptit
fraksiyonlarinin serbest amino asit miktarinin oransal olarak daha yiiksek olmas1 ve peptit
ilave edilen Ornegin literatiirde yer alan irlinlerden farkli olmasi (liretim siiresi,

fermantasyon ve starter kiiltiir kullanimi1) nedenleri ile agiklanabilir.

6.0
— K
........ oo 3P
e —— 3P
_ e 10P1
o5 = 10R
T 50 -
45 -
40 : ' ' :

0 1 2

laa

Depolama sires (ay)

Sekil 4.15 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarda pH degerinde
depolama siiresince meydana gelen degisim
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4.3.4 Renk ol¢iimii

Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesi ile iiretilen sucuklarin CIE L* (aydinlik), a*
(kirmizilik) ve b* (sarilik) renk degerlerinde iiretim siiresince meydana gelen degisim
cizelge 4.8°de ve sekil 4.16’da gosterilmektedir. Sucuk 6rneklerinin renk degerleri peptit
ilavesinden etkilenmemistir (P>0.05). Ancak, iiretim ve depolama siirelerinin etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01). Aydinlik (L*) degerleri 6. glinde artmus,
12. giinde ise azalmistir. Kirmizilik (a*) degerleri 0. giinde 12.35-13.29 araliginda iken,
6. glinde 19.87-20.63 arasinda dl¢ililmiistiir. En yliksek a* degerleri 6. glinde 6l¢iilmiistiir.
Uretim sonunda a* degerlerinde azalma meydana gelmesine ragmen baslangi¢ degerinin
tizerinde kalmistir. Sarilik (b*) degerleri 0. ve 6. giinlerde birbirine yakin 6l¢iilmiistiir. 6.

giinden sonra ise tiim gruplarda belirgin sekilde azalmistir.

Cizelge 4.8 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarda tiretim
sirasinda CIE* renk degerleri

Uretim siiresi (giin)

Uygulama

0 6 12

L*
K 40.37+0.91 45.63£1.17 40.02+0.99
3P1 39.88+0.89 46.89+0.49 40.46+1.96
3P2 39.21+1.35 45.81+£0.89 40.04+1.23
10P1 39.91+0.77 45.77£0.99 38.09+1.25
10P2 41.85+1.28 46.14+1.18 41.57+0.39
Ortalama 40.24+1.048 46.05+0.944 40.04+1.168

a*
K 12.71+0.08 20.63+1.04 18.89+0.57
3P1 12.86+0.52 20.58+1.22 19.35+1.92
3P2 13.29+1.25 19.87+0.68 18.45+0.74
10P1 12.35+0.87 20.22+0.91 18.15+0.40
10P2 12.56+0.64 19.93+0.24 18.044+0.59
Ortalama 12.75+0.67¢ 20.25+0.82A 18.58+0.848

b*
K 21.20+1.38 20.76%£1.60 17.52+1.07
3P1 20.54+0.32 22.08+1.09 18.11+2.25
3P2 19.65+1.69 21.09+0.78 16.55+0.56
10P1 21.11+0.66 20.99+1.75 16.09+0.80
10P2 22.51+0.49 21.14+0.49 17.81+0.51
Ortalama 21.00+0.914 21.21+1.14~ 17.2241.048

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.
A,B: Farkli biiylik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince aylar arasi farkliliklar
gostermektedir (P<0.01).
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Sekil 4.16 Farkli konsantrasyonlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarin CIE*
renk degerlerinde {iretim siiresince meydana gelen degisim
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Depolama sirasinda en yiiksek CIE* renk degerleri depolama baslangicinda dlgiilmiistiir
(Sekil 4.17). L* degerleri 1. ve 2. aylarda en diisiik seviyede belirlenmis, 3. ayda ise 2
birimlik artis gostererek 38.2840.17 olarak olglilmistir (Cizelge 4.9). Depolama
baslangicinda 18.58+0.04 olan a* degerleri 1. aydan itibaren azalmis, depolama sonunda
yaklasik 3 birim azalarak en diisiik seviyeye ulagsmistir. ikinci aydan sonra 6nemli bir
degisiklik olmamustir. Orneklerin b* degerleri 1. ayda énemli diizeyde (yaklasik 2.5
birim) azalmis (P<0.01), 1. aydan sonra degismemistir. Uretim ve depolama siiresince

yapilan Olgiimler peptit ilavesinin sucuk rengini olumsuz etkilemedigini gostermistir.

Cizelge 4.9 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarda depolama
sirasinda CIE* renk degerleri

Depolama siiresi (ay)

Uygulama 1 2 3
L*
K 40.02+0.99 35.68+2.40 33.90+2.27 37.52+2.13
3P1 40.46+1.96 36.86+2.44 36.27+1.55 38.19+1.78
3P2 40.04+1.23 36.73+1.36 36.26+1.26 38.52+0.82
10P1 38.09+1.25 35.51+1.49 37.20+1.31 38.52+0.93
10P2 41.57+0.39 37.37+1.24 36.74+0.51 38.65+0.30
Ortalama 40.04+1.18A 36.43+1.79C 36.07+1.39C 38.28+1.208
a*
K 18.89+0.57 15.94+0.34 15.76+1.44 15.51+£0.35
3P1 19.35+1.92 16.12+0.82 15.63+£2.19 15.14+1.43
3P2 18.45+0.74 16.27+0.50 15.37+0.40 16.18+0.39
10P1 18.15+0.40 15.21+0.40 14.98+0.30 14.91+0.46
10P2 18.04+0.59 15.32+0.52 15.08+0.25 14.84+0.36
Ortalama 18.58£0.84A 15.77+0.528 15.36:+£0.928¢ 15.31+0.60¢
b*
K 17.52+1.07 14.60+0.52 14.2240.09 13.66+1.20
3P1 18.11£2.25 15.50+0.75 14.59+0.06 15.02+0.75
3P2 16.55+0.56 15.81+£0.79 14.29+0.03 15.45+0.90
10P1 16.09+0.80 13.80+0.47 14.17+1.44 13.65+1.16
10P2 17.81+0.51 15.05+0.76 13.18+0.61 14.30+0.75
Ortalama 17.22+1.04A 14.95+0.668 14.09+1.198 14.424+0.958

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli
A,B: Farkli biiyliik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince aylar aras1 farkliliklari
gostermektedir (P<0.01).
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Sekil 4.17 Farkli konsantrasyonlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle tiretilen sucuklarin CIE*
renk degerlerinde {iretim siiresince meydana gelen degisim
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Kiirlenmis et irlinlerinin rengi myoglobin, oksimiyoglobin, metmiyoglobin ve
nitrozomiyoglobin igerigi ile iligkilidir. Kuru fermente sosislerde ise renk, et pigmentleri
ile eklenen nitrat ve nitritlerin indirgenmesinden kaynaklanan iriinler arasindaki
etkilesimlerden kaynaklanir. Isleme kosullari, yag miktar1 ve bazi katki maddeleri
fermente et Urilinlerinin renk stabilitesini etkiler (Soyer and Ertas, 2007). Yag miktar1
genellikle tirliniin aydinlik ve kirmizilik degerlerini etkilerken, sarilik degeri cogunlukla
irtiin bilesimine ilave edilen c¢esitli baharatlardan kaynaklanir. Lipit ve protein
oksidasyonlar ise et rengini olumsuz etkiler. Depolama ve kurutma gibi siirecler {iriiniin
nem kaybetmesine ve rengin degismesine neden olur (Tomovic vd. 2020, Ribeiro vd.
2021). Dolum yapilan kilif materyali, gegirgenligine bagl olarak {iriin rengini etkileyen
bir baska faktor olarak bilinmektedir. Kolajen kiliflar dogal kiliflara gére daha zayif
gecirgenlige sahip olduklarindan, oksijenin miyoglobinle reaksiyona girme egilimi daha
azdir. Ancak, bu 6zellikleri ayn1 zamanda lipit ve protein oksidasyonu i¢in ortamda daha
az oksijen bulunmasimi saglar (Yan vd. 2022). Fermente et {iriinlerine antioksidan
ilavesinin ise et rengini olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir (Descalzo ve Sancho

2008).

Verma vd. (2022), domuz kani ve karacigerinden elde ettikleri hidrolizatlar1 600 mg/g
konsantrasyonda domuz somununa ilave etmislerdir. Aerobik ve modifiye atmosferde
ambalajladiklar1 6rnekleri 4°C’de 42 giin depolamis ve depolama siiresince renk 6l¢timii
gerceklestirmislerdir. Olgiimler sonucunda hidrolizat ilave edilen Orneklerin L*
degerlerinin azaldigini, ancak depolama stiresinin ilerlemesiyle 6nemli diizeyde arttigini
belirlemislerdir. a* ve b* degerlerinin hidrolizat iceren 6rneklerde K’den daha yiiksek
oldugunu, ancak depolama sonunda Orneklerin daha disik a* ve b* degerleri
Olciildiiglinti bildirmislerdir. MAP kosullarinda depolanan 6rneklerin renginde daha az
degisim meydana geldigini belirtmislerdir. Et emiilsiyonlarina patates protein
hidrolizatinin ilave edildigi bir baska ¢alismada ise, K ile kiyaslandiginda, L*, a* ve b*
degerlerinin sirasiyla %5, %41 ve %15 oranlarinda azaldigi bildirilmistir (Nieto vd.
2009).
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4.3.5 Tiyobarbiturik asit reaktif maddesi (TBARM)

Farkli fraksiyonlarda ve konsantrasyonlarda peptit ilave edilerek {iretilen sucuklarda
tiretim boyunca TBARM sayisindaki degisim ¢izelge 4.10°da verilmistir. Sucuklara ait
TBARM sayilan iiretim siliresince artmistir. Peptit ilavesi ve iiretim siiresi arasinda
interaksiyon tespit edilmistir (P<0.01). Sucuga peptit ilavesi tiretim baslangicinda bile
TBARM degerini sayisal olarak diislirmiis ancak bu farklilik istatistiksel olarak dnemsiz
bulunmustur (P>0.05). K grubunda 6. giinden sonra oksidasyonun diger gruplara kiyasla
daha hizli gergeklestigi goriilmektedir. Lipit oksidasyonunun en diisiik seviyede oldugu
gruplar 3P2 (0.64+0.09) ve 10P2 (0.59+0.04)dir. 12. giinde TBARM degerindeki artis
hiz1 bir miktar azalmis, ancak, K 6rneklerinde peptit ilaveli gruplardan daha yiiksek
seyretmistir. Farkli oranlarda peptit fraksiyonlar1 iceren sucuklar arasinda en diisiik
TBARM degerleri 10P1 ve 10P2’de belirlenmistir. Uretim sonunda 10P2’nin TBARM
degeri (0.66+0.04) peptit ilavesiz 6rneklerin baslangic TBARM degerinden (0.71+0.08)
daha disiiktiir. 3 kDa molekiil agirhiginda peptitler, oksidatif reaksiyonlar {izerine 10
kDa’luk peptitlerden daha az etkili olmugtur. Molekiil agirligira dikkate alinmadiginda
yiiksek oranda peptit ilavesinin lipit oksidasyonunu geciktirmede daha etkili oldugu

gorilmiistiir.

Cizelge 4.10 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarda TBARM
degerinde (mg MDA/KQ) iiretim siiresince meydana gelen degisim

Uretim siiresi (giin)

Uygulama 0 5 12

K 0.71+0.08¢2 0.99+0.1782 2.02+0.0942
3P1 0.66+0.18%2 0.78+0.098P 1.05+0.16"°
3pP2 0.61+0.1082 0.64+0.098P 0.8440.11A0¢
10P1 0.67+0.0652 0.70+0.09/BP 0.78+0.09”°
10P2 0.54:+0.0552 0.59+0.045¢ 0.66+0.04A¢

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1
oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli

A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, liretim siiresince giinler arasi farkliliklar1 (P<0.01);
a-c: Farkli kiiciik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplar1 arasindaki anlamli farkliliklar
gostermektedir (P<0.01).
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Depolama sirasinda sucuklarin TBARM degerlerinde meydana gelen degisim ¢izelge
4.11’de sunulmustur. Peptit ilavesi ile depolama siiresi arasinda interaksiyon olmaksizin
(P>0.05) her iki faktoriin de etkileri istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0.01).
Lipit oksidasyonunun en diisiik seviyede belirlendigi grup 10P2 (0.94+0.05) ve en yiiksek
oldugu grup ise K (2.38+0.12) olmustur. Depolama baslangicinda 1.07+0.10 olan
TBARM degeri
baslangicindan depolama sonuna kadar TBARM degerlerinde meydana gelen artis

miktar1 K, 3P1, 3P2, 10P1 ve 10P2 gruplarinda siras1 ile 1.91, 1.04, 0.85 ,0.68 ve 0.67

depolama sonunda 0.60 birimlik artis gostermistir. Uretim

birimdir.

Cizelge 4.11 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarda TBARM
degerinde depolama siiresince meydana gelen degisim

Depolama siiresi (ay)

Uygulama

0 1 2 3 Ortalama
K 2.02+0.09 2.394+0.28 2.47+0.05 2.62+0.06 2.38+0.12°2
3P1 1.05+0.16 1.24+0.25 1.66+0.50 1.71+£0.12 1.414£0.22°
3P2 0.84+0.11 1.13+0.09 1.38+0.13 1.46+0.08 1.20+0.10°
10P1 0.78+0.09 1.11+0.19 1.25+0.12 1.35+0.07 1.12+0.10°¢
10P2 0.66+0.04 0.83+0.02 1.054+0.06 1.21+0.11 0.94+0.05¢
Ortalama 1.07+£0.10¢  1.34+0.16® 1.56+0.17% 1.67+0.09”

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.
A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince aylar arasi farkliliklari (P<0.01);
a-d: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplari arasindaki anlamli farkliliklart
gostermektedir (P<0.01).

Yapilan ¢aligmalar peptit ve hidrolizat ilavesinin lipit oksidasyonunu geciktirmede etkili
oldugunu gostermistir. Przybylski vd. (2016), sigir hemoglobininden enzimatik hidroliz
yoluyla iirettikleri peptidin (a137-141) sigir kiymasina %0.1 konsantrasyonda ilavesi ile
lipit oksidasyonunu %42 oraninda yavaslatmislardir. Yekta vd. (2020), kinoa peptitleri
ile tirettikleri lipozomu s1gir burgerlerine ilave etmis ve %5 konsantrasyonda peptit ilaveli

burgerlerde lipit oksidasyonunun daha yavas gerceklestigini bildirmislerdir.
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4.3.6 Siilfidril

Farkli konsantrasyonlarda peptit ilavesiyle iiretilen sucuklarda protein oksidasyonunda
meydana gelen degisim cizelge 4.12°de verilmistir. Peptit ilavesi ve iiretim siiresi
birbirinden bagimsiz olarak protein oksidasyonu iizerinde etkili olmustur. Baslangigta (0.
giin) yiliksek oranda siilfidril igeren sucuklarda (26.70+4.90 nmol siilfidril/mg) siilfidril
gruplarinin (-SH) protein oksidasyonuna bagli olarak par¢alanmasi sonucu iiretim sonuna
kadar kademeli olarak siilfidril miktar1 azalmistir. 12. giinde ise en diisiik siilfidril miktar
(13.29+1.51) belirlenmistir. Protein oksidasyonu, ilave edilen peptitlerin molekiil agirlig
ve konsantrasyonuna bagli olmaksizin peptit ilaveli sucuklarda K’den daha diisiik
miktarda belirlenmistir. K sucuklarinin siilfidril miktar1 18.1743.68 nmol siilfidril/mg
protein iken, 10P2’nin siilfidril miktar1 20.02 +1.69 nmol siilfidril/mg protein’dir.

Cizelge 4.12 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarda siilfidril
miktarinda (nmol siilfidril/mg protein) iretim siiresince meydana gelen

degisim
Uygulama Uretim siiresi (giin)
0 6 12 Ortalama

K 24.19+6.24 18.15+3.86 12.19+0.93 18.1743.68°
3P1 26.40+4.07 22.23£1.36 14.05+0.98 20.89+2.132
3P2 28.61+7.79 19.51+2.78 12.98+0.79 20.37+£3.79%
10P1 27.98+.634 22.76+4.51 13.91+3.59 21.55+4.812
10P2 26.35+0.04 20.39+3.76 13.32+1.25 20.02 +£1.692
Ortalama 26.70+4.90 A 20.61+3.268 13.29+1.51°

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli
A-C: Farkli biiylik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince aylar aras1 farkliliklar1 (P<0.01);
a-b: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplari arasindaki anlamli farkliliklar
gostermektedir (P<0.01).

Depolama sirasinda protein oksidasyonunda meydana gelen degisimin peptit ilavesi ve
depolama siiresi interaksiyonundan etkilenmedigi goriilmektedir (Cizelge 4.13). Fakat,
depolama siiresi (P<0.01) ve peptit ilavesi (P<0.05) siilfidril miktarinda meydana gelen
degisim iizerinde Onemli etkiye sahiptir. Depolamanin 1. ve 2. aylarinda siilfidril
miktarinda baglangica gore azalma gozlenirken depolama sonunda artis oldugu

belirlenmistir. Uretim sirasinda oldugu gibi, depolamada da peptit ilaveli gruplar arasinda
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onemli fark tespit edilmemistir. Ancak, K Ornekleri ile kiyaslandiginda siilfidril
gruplarinin peptit ilaveli sucuklarda o6nemli diizeyde korundugu gorilmistir. K
sucuklarinin siilfidril miktar1 10.234+2.29 nmol siilfidril/mg protein iken peptit iceren

sucuklarda yaklasik olarak 12.84+2.19 nmol siilfidril/mg protein belirlenmistir.

Cizelge 4.13 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklarda siilfidril
miktarinda depolama siiresince meydana gelen degisim

Depolama siiresi (ay)

Uygulama

0 1 2 3 Ortalama
K 12.19+0.93  9.96+4.27 9.7142.96 9.06+1.01  10.23+2.29°
3P1 14.05£0.98  12.12+1.58  12.41+3.35 13.83+2.89  13.10+2.20?
3P2 12.98+0.79  10.73+0.77  11.20+2.40 13.50+3.78 12.10+1.94?
10P1 13.9143.59  11.88+0.56 11.84+1.16 14.08+3.53 12.93+2.21%
10P2 13.32+1.25  11.7542.17  11.66+1.77 16.14+4.38 13.22+2.39?
Ortalama  13.29+1.51" 11.29+1.87% 11.36+2.33% 13.32+3.12%

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli
A,B: Farkli biiytik harfle gosterilen degerler, depolama siiresince aylar arasi farkliliklar: (P<0.01);
a,b: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplar1 arasindaki anlamli farkliliklart
gostermektedir (P<0.05).

4.3.7 Miyofibriler proteinlerde SDS-PAGE

Sucuklarin SDS-PAGE profil analizinden elde edilen jel goriintiileri sekil 4.18’de
gosterilmektedir. 0. giin itibariyle, kontrol ve peptit iceren gruplar dahil olmak tizere tim
gruplarda benzer bir degradasyon profili izlenmistir. Ayrica, yaklasik 40 kDa civarinda
bantlar tiim gruplarda benzer yogunlukta goriintiilenmistir. Ozellikle, 10-15 kDa
araliginda diger giinler ile kiyaslandiginda diisiik bant yogunluklar1 gézlenmistir. 12.
giinden itibaren 180 kDa’un iizerindeki bant yogunluklari azalmistir. ~200 kDa
seviyesinde goriintiilenen myosin proteini, 12. ve 102. giinlerde tamamen degrade
olmustur. K 6rneklerinin 15-25 kDa araliginda peptit ilaveli gruplara kiyasla daha diisiik
bant yogunluguna sahip oldugu belirlenmistir. Baslangi¢  goriintiileri ile
karsilastirildiginda 6rnek gruplari arasinda bazi farkliliklar belirgin hale gelmistir. Tiim
gruplarda 10 kDa'dan biiyiik bantlarin yogunlugunda artis olmasina ragmen, K grubunda

~18 kDa altinda peptit bantlarinin yogunlugu daha diistiktiir. Peptit ilaveli sucuklarin bant
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yogunluklarinin K’dan daha yiiksek olmasi, ozellikle 10 kDa MA’ll peptitlerin
antioksidan aktivitelerinden kaynaklaniyor olabilir. Depolamanin sonunda (102. giin),
tiim sucuklarda ~150 kDa civarindaki proteinler degradasyona ugramistir. 10P2'de 102.
giinde 58 kDa molekiil agirligina sahip bantlar, K, 3P1 ve 3P2'ye gore daha diisiik
yogunlukta belirlenmistir. Ayn1 grupta 38 kDa molekiil agirlig1 aralifinda ise daha ytiksek
yogunlukta bantlar goriintiilenmistir. Ayrica, 12 kDa MA’l1 peptit bantlart belirgin hale

gelmistir.

Uygulanan SDS-PAGE yontemi ile 10 kDa’dan daha diisik MA’li  bantlar
goriintiilenemediginden peptit ilavesinin neden oldugu farklilik belirlenememistir.
Ancak, goriintiilenen daha yiiksek molekiil agirlikli bantlarin yogunluklarinin azalmasi
ve yeni bantlarin olusumu, sucuklarin fermantasyon ve depolama siirecinde dinamik

proteolitik siireglerin meydana geldigini gostermektedir (Candogan vd. 2009).

A
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Sekil 4.18 Farkli konsantrasyonlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklardan
ekstrakte edilen miyofibriler proteinlerde protein degradasyonu

0.giin (A), 12. giin (B), 102. giin (C). K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa
peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.

4.3.8 Duyusal

Uretim sonunda ¢ig sucuklara ait duyusal degerlendirme puanlar1 sekil 4.19°da

verilmistir. Cig sucuklar arasinda 3P1 ve 10P2 tat, tekstiir ve genel begeni yoniinden en
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yiiksek puana sahip gruplardir. Sucuklar arasinda koku yoniinden onemli bir farklilik
goriilmemektedir. K ve 3P1 renk yoniinden diger gruplar ile kiyaslandiginda daha diisiik
puanlandirilmistir (Cizelge 4.14). 3P2, 10P1 ve 10P2’ye ait puanlar sirasiyla 8.25, 8.20
ve 8.42°dir. K ve 3P2 sucuklarina ait tat, tekstiir ve genel begeni puanlar peptit ilaveli
sucuklara verilen puanlardan daha digiiktiir. Tat, tekstiir ve genel begeni puanlari en
yiiksek grup ise 10P2’dir. 10P2’nin tat, tekstiir ve genel begeni puanlari sirastyla 8.25,
8.14 ve 8.28dir.

renk

tekstiir 7 —— K
=O== 3P1

e 3P2
&= 10P1
\ = 10P2

genel begeni

Sekil 4.19 Cig sucuklarda tiretim sonunda (12. giin) duyusal analiz puanlar1

K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5
ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.

Cizelge 4.14’te goriildiigii lizere pismis sucuklarda iiretim sonunda koku yoniinden en
yiiksek puan 10P2 (8.62) ve en diisiik puan K (7.89) gruplarina verilmistir (P<0.05). En
yiiksek renk puanlar1 3P2 ve 10P2’ye aittir. Tat yonilinden, panelistler tarafindan en
yiiksek puanlandirilan grup 10P2 (8.17), en diisiik puanlandirilan grup ise K (7.50)
olmustur. K, 3P1 ve 3P2 6rneklerinin tekstiir puanlart birbirleri ile benzerdir (P>0.05).

Ancak 10P1 ve 10P’nin tekstiir yoniinden daha iyi oldugu goriilmektedir. Sekil 4.20°de
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de gorildigh tizere iiretim sonunda genel begeni yoniinden en yiiksek puanlandirilan
sucuklar 10P1 ve 10P2 olmustur. 10P2 sucuklar1 K’den yaklasik 0.8 birim daha yiiksek

puan almistir. Panelistler, iiretim sonunda ¢ig ve pismis sucuklarda herhangi bir yabanci

tat ve koku algilamadiklarini belirtmislerdir.

Cizelge 4.14 Farkhi oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iretilen ¢ig ve pismis
sucuklarda iiretim sonunda belirlenen duyusal degerlendirme puanlari

Uygulama koku renk tat tekstiir gevneI.
begeni
Cig
K 7.97+0.03 7.67+0.34>  6.75+0.42¢ 7.03£0.03° 6.92+0.14"
3P1 7.86+0.36 7.92+0.25>  7.70+0.42° 8.09+0.022 7.924+0.142
3P2 7.81+0.14 8.25+0.47° 7.09+0.48¢ 6.89+0.11° 7.28+0.22°b
10P1 7.75+.0.03 8.20+0.14®  7.84+0.17% 7.64+0.14° 7.81£0.092
10P2 7.78+0.22 8.42+0.25° 8.25+0.312 8.14+0.532 8.28+0.282
Pismis
K 7.89+0.33  8.39+0.61°  7.50+0.06° 7.00+£0.56° 7.14+0.36°
3P1 7.86+0.42°  8.42+0.14° 7.89+0.222° 7.14+0.36° 7.36+0.14"
3P2 8.17£0.06°  8.67+0.112  7.70+0.02° 6.94+0.50" 7.39+0.00°
10P1 7.95+0.17°  8.39+0.28°  7.61+0.39° 7.59+0.592 7.78+0.172
10P2 8.62+0.052  8.62+0.05@  8.17+0.28° 7.33+£0.502 7.97+0.472

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli. a-b:
Farkli kiiclik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplar arasindaki anlamli farkliliklar:
gostermektedir (P<0.05).
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tat _

tekstiir 7

genel begeni

Sekil 4.20 Pismis sucuklarda tiretim sonunda (12. giin) duyusal analiz puanlari

K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve
%1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli

Depolama sonunda ¢ig sucuklarin koku puanlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik belirlenmemistir. Ornekler arasinda K ve 10P1 gruplari renk ydniinden diger
gruplara gore daha diisiik puanlandirilmistir (Sekil 4.21). Renk ve tekstiir yoniinden en
diisiik puana sahip grup 10P1 olmustur. En yiiksek tat puanlar1 3P1, 3P2 ve 10P1
gruplarina verilmistir. Genel begeni yoniinden 3P1 (7.85) ve 10P2 (7.60) en begenilen
grup iken, K grubu en az begenilen (7.07) gruptur.
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= 3P2
= 10P1

m 10P2

genel begeni

Sekil 4.21 Cig sucuklarda depolama sonunda (102. giin) duyusal analiz puanlari

K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve
%1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.

Depolama sonunda pigmis Orneklerin koku puanlart birbirine yakin olup en yiiksek
puanlandirilan grup 3P1 olmustur (Sekil 4.22). Sucuklarda renk yoniinden farklilik
gorilmemistir (P>0.05). En diisiik tat puant K grubuna (6.82), en yiiksek puan ise 10P2
(7.76) grubuna verilmistir (Cizelge 4.15). Tekstiir yoniinden degerlendirilen sucuklar
arasinda en begenilen grup 3P2 olmustur. Genel begeni yoniinden en yiiksek

puanlandirilan grup 10P2 (7.99), en diisiik puanlandirilan grup ise K (7.03) olmustur.
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Sekil 4.22 Pismis sucuklarda depolama sonunda (102. giin) duyusal analiz puanlari

K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve
%1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli.

Cizelge 4.15 Farkli oranlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen ¢ig ve pismis

sucuklarda depolama sonunda belirlenen duyusal degerlendirme puanlari

Uygulama koku renk tat tekstiir genel begeni
Cig
K 7.1340.13 7.40+0.15° 6.88+0.13°¢ 7.3540.022  7.07+0.18°
3P1 7.54+0.21 7.68+0.432 7.85+0.402 7.65+0.102  7.85+0.402
3P2 7.44+0.44 7.67+0.552 7.74+0.372 7.60+£0.85%  7.35+0.48%
10P1 7.5240.30 7.13£0.13° 7.81+0.312 6.9440.06°  7.28+0.28%
10P2 7.40+0.15 7.73+0.602 7.42+0.08° 7.5140.262  7.60+0.152
Pismis
K 7.63£0.26 % 7.81+0.19 6.82+0.07° 6.71+£0.04°  7.03+0.03°
3P1 7.9940.242 7.90+0.35 7.3140.19%  7.09+0.53%  7.53+0.47°
3P2 7.54+0.21° 7.83+0.17 7.56+0.562 7.56+0.442  7.38+0.38°
10P1 7.51+£0.38° 7.95+0.17 7.66+0.222 7.17+£0.05%  7.49+0.26°
10P2 7.7340.60 2 8.04+0.29 7.76+0.012  7.35+£0.02%  7.99+0.152

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve
%1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli. a-b:
Farkli kiiciik harfle gosterilen degerler, uygulama gruplan arasindaki anlamli farkliliklar
gostermektedir (P<0.05)
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Gerek ¢ig, gerekse pigmis sucuklar arasinda peptit ilave edilen sucuklar K grubundan
daha yiiksek puana sahiptir. Peptit ilavesinin sucuklarin duyusal kalitesi {izerine olumlu

etkisi s6z konusu olup, panelistler tarafindan yabanc tat ve koku algilanmamastir.

Verma vd. (2022), domuz kanmi ve karacigeri hidrolizatlariat ilave ettikleri domuz
somununda depolama siiresince duyusal analiz gerceklestirmislerdir. Iki farkli yontemle
ambalajladiklar tirtinlerin (MAP ve aerobik) duyusal degerlendirme puanlarinin 7. giine
kadar farklilik gostermedigini belirtmislerdir. 7. giinden sonra ise hidrolizat ilaveli
orneklerin renk, goriiniig, sululuk, tekstiir ve aroma yonlerinden daha yiiksek puanlara
sahip olmustur. Et {irlinlerinin rengi, mikrobiyal ¢ogalma, yag ve protein oksidasyonu ile
pigmentlerin mikroorganizmalar tarafindan oksidasyonu gibi faktorlerden etkilenir.
Tekstiir 6zellikleri ise proteinlerin su tutma kapasitesinde meydana gelen degisim ile
iliskilidir. Caligmamizda, peptit ilavesi genel olarak K grubundan daha yiiksek
puanlandirilmistir. Sekil 4.23’te goriildiigii iizere K sucuklar1 daha agik renkli ve tekstiirel
olarak daha gevsek yapiya sahiptir. Tat yoniinden peptit ilaveli gruplarin daha fazla
begenilmesi fermantasyon ve depolama siiresince lezzeti olumlu etkileyen umami
peptitlerinin (6rnegin aspartat, glutamat vb.) varligi ile iliskili olabilir. Bu peptitler asidik
karakter ve diisitk molekiil agirligina (~500 Da) sahiptir. Gida iiriinlerine biyoaktif peptit
ilavesinde arastirmacilarin en biiyiik endiselerinden biri olan bitter tat olusumu hidrolizde
kullanilan enzimlerle ve nihayetinde meydana gelen amino asitlerle yakindan iligkilidir
(Chen vd. 2023). Papain ve bromelain enzimlerinin bitter 6zellige sahip peptit olusumunu
artirdig1 bildirilmistir. Gidaya ilave edilecek peptitlerin bitter 6zellik tagitmamasi i¢in
ekzo-proteazlardan yararlanilmasi daha uygun olabilir. Ayrica hidrofobik nitelige sahip
peptitlerin bitter tat olusturma potansiyeli daha yiiksektir (Fu vd. 2018). Calismamizda
ise hidrolizde endo-proteazlar tercih edilmesinin baslica sebebi antoksidan aktivitenin
artmasin1 saglamaktir. Ancak, hidrolizatin peptit fraksiyonlarina ayrilmasinda yalnizca
suda ¢oziliniir (hidrofilik) kisimdan yararlanilmistir. Bu durum, peptit ilavesinin sucugun
duyusal 6zelliklerinde olumsuz etki yaratmamasinin, hatta daha 1yi duyusal 6zelliklere

sahip olmasini saglamasinin en muhtemel nedeni olarak gosterilebilir.
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Sekil 4.23 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilave edilen ¢ig sucuklar (12. giin)

3P1

4.4 Peptit Ekstraktlarinda Yiiriitillen Analiz Sonuclar

4.4.1 Antioksidan aktivite

Uretim ve depolama siirecinde farkli molekiil agirligi ve konsantrasyonlarda peptit ilaveli
sucuklardan ekstrakte edilen peptitlerin antioksidan aktiviteleri ile siire faktorii arasinda
interaksiyon oldugu belirlenmistir (P<0.01). K’{in radikal sondiirme aktivitesi, tiretim ve
depolama siiresince 0.15-0.27 mM/mg TEAC araliginda belirlenmistir (Sekil 4.24).
Baglangigtan itibaren peptit ilaveli sucuklarda antioksidan aktivitesin yiiksek olmasi ve
bu durumun depolama siiresince degismemesi ilave edilen peptitlerin stabil kaldigini
gostermistir. En yiiksek antioksidan aktivite, proteoliz yoluyla yeni peptit olusumunun en
yiiksek seviyeye ulastig1 6. giinde elde edilmistir. 10P2’den ekstrakte edilen peptitlerde
0. glinde 0.29 mM/mg TEAC olarak belirlenen RSA, iiretim sonunda 6. giin ile aym
seviyede olup 0.38 mM/mg TEAC olarak dl¢tilmiistiir.

Depolama sirasinda K grubunun antioksidan aktivitesi azalirken, 6zellikle 10P2°de
gozlenen artis dikkat ¢cekmektedir. Baslangi¢ degeri (0.29 mM TEAC/mg) ile (0.giin)
kiyaslandiginda depolama sonunda radikal sondiirme aktivitesinin yaklasik olarak iki
katina (0.53 mM TEAC/mg) ¢iktig1 belirlenmistir. Peptit ilaveli sucuklardan ekstrakte
edilen peptitlerde meydana gelen bu degisimin, fraksiyonlarin igerisindeki biiyiik molekiil
agirlikli  peptitlerin daha kiiciik peptitlere parcalandiginin  gostergesi  oldugu
diistiniilmektedir. En yiiksek antioksidan aktivitenin 10 kDa molekiil agirlikli peptitlerin
yilksek oranda ilave edildigi sucukta gerceklesmis olmasi ise bu olasilig1

giiclendirmektedir.
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Sekil 4.24 Farkli konsantrasyonlarda peptit fraksiyonlarini igeren sucuklarin iiretim ve
depolama siiresince radikal yakalama aktivitesinde meydana gelen degisim

K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve
%1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli. A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, iiretim ve
depolama siiresince giinler arasi farkliliklar: (P<0.01); a-c: Farkli kiigiik harfle gosterilen degerler,
uygulama gruplar1 arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). Hata cubuklar1
standart sapmay1 gostermektedir.

Sekil 4.25’te farkli konsantrasyonlarda peptit ilavesiyle iiretilen sucuklardan ekstrakte
edilen peptitlerin FRAP yontemiyle belirlenen antioksidan aktivitesinde iiretim ve
depolama sirasinda meydana gelen degisim gosterilmektedir. Uretim baslangicinda en
yiiksek demir indirgeme giicii 10P2’de belirlenmistir. 6. giinde sucuklarin antioksidan
aktiviteleri arasinda bir farklilik tespit edilmemistir. (P>0.05). Siire faktorii yalnizca 10P1
tizerine etkili olmustur. Bu 6rneklerin 6. giinde en yiiksek seviyeye ulasan antioksidan
aktivitesi, depolama sonunda en diisiik seviyede belirlenmistir. Uretim ve depolama
sirasinda 0. giin haricinde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
belirlenememis olsa da, sayisal olarak en yiikksek FRAP degerleri 10P2’den elde

edilmistir.
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Sekil 4.25 Farkli konsantrasyonlarda peptit fraksiyonlarini igeren sucuklarin iiretim ve
depolama siiresince demir indirgeme giiciinde meydana gelen degisim

K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve
%]1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli. A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, iiretim ve
depolama siiresince gilinler arasi farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). a-c: Farkli kii¢iik harfle
gosterilen degerler, uygulama gruplari arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01).
Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir

Peptit ekstraktlarina ait antioksidan aktivite sonuglari, sucuga ilave edilen peptitlerin
sucuk ortaminda radikal sondiirme ve demir indirgeme kabiliyetlerini ortaya koymustur.
Calismadaki K grubu, fermantasyon yoluyla olusan peptitleri temsil etmektedir. Yalnizca
fermantasyon etkisiyle, Radikal sondiirme aktivitesinin 0.15 mM TEAC’tan (0. giin),
0.27 mM TEAC'a (6. giin) ve indirgeyici giicin 0.14'ten (0. giin), 0.17 mM FeSO4'e (6.
giin) yiikselmistir. Yani, 6. giinde belirlenen bu degerlerin iizerindeki kisimdan, ilave
edilen peptitlerin sorumlu oldugu sonucuna ulasilabilir. Ancak, ilave edilen peptitlerin
depolama sirasinda degradasyona ugradigi ve bu degradasyonun antioksidan aktiviteyi

artirict etki yaptigl unutulmamalidir.
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Peptitlerin gida iirlinlerine dahil edilmesindeki en 6nemli zorluklardan biri, islem ve
depolama sirasinda stabilite ve biyoaktivitenin kaybidir. Ashaolu vd. (2023) tarafindan
yapilan derlemede vurgulandigi gibi, birgok ¢alisma, peptitlerin stabilitesi tizerine isleme
kosullarinin etkisini incelemistir. Ancak, bu c¢alismalarin ¢ogu termal isleme
odaklanirken, digerleri in vitro ¢alismalardir. Bununla birlikte, bu calisma, biyoaktif
peptitlerin (BP'ler) fermente gida iiriinlerinde bilesen olarak ticarilestirilmesine yonelik
bliyiik potansiyele sahiptir. Ayrica, diisik molekiil agirlikli peptitlerin daha yiiksek
antioksidan kapasitelerine sahip oldugu bilinmektedir (Hernandez-Ledesma vd. 2011).
Ancak, bu calisma, sucuklar1 10 kDa peptitlerle formiile etmenin daha gii¢lii bir
antioksidan etki sagladigini gostermistir, clinkii bu peptitler 3 kDa peptitleri de
icerecektir. Ayrica, uzun siireli siirecte 10 kDa peptitlerin bozunmasi, antioksidan
aktivitenin siirekliligine katkida bulunmus olabilir. Onceki calismalar, farkli tiirdeki
fermente et iriinlerinden peptit ekstraksiyonu yaparak antioksidan aktivitelerini
degerlendirmistir. Arastirmacilar, bu triinlerde DPPH yontemiyle 6lgiilen, kurutma
sliresine bagli olarak %50 ila %92 arasinda degisen 6nemli serbest radikal temizleme
potansiyeli bildirmislerdir (Gallego vd. 2018, Sun vd. 2009, Vastag vd. 2010). Deniz vd.
(2016) pastirma tiretimi sirasinda antioksidan peptitlerin meydana geldigini, iretimin ileri
donemlerinde ise serbest amino asit miktarmin arttigini belirtmislerdir. Ayrica, diger
arastirmalar, farkli protein hidrolizatlar1 ve peptitlerin domuz somunu (Verma vd. 2022),
bufalo eti (El-Saadony vd. 2021), dana burger (Yekta vd. 2020) ve dana kiyma
(Przybylski vd.2016, Wang vd. 2021) kalitesi tizerindeki etkilerini incelemistir. Ancak,
bu caligmalar, eklenen peptitlerin / hidrolizatlarin antioksidan potansiyelini veya

stabilitesini rapor etmemistir.

4.4.2 Peptit konsantrasyonu

Sekil 4.26, sucuklarin iiretim ve depolama siireci boyunca peptit konsantrasyonundaki
degisimleri gostermektedir. Peptit fraksiyonlariyla zenginlestirilmis sucuklarda (P<0.01)
0. glinden itibaren dikkate deger yiiksek degerler gozlenmistir. Fermantasyon,
antioksidan aktivitedeki artigla (r=90) uyumlu olarak, yeni peptitlerin olusumuyla peptit
konsantrasyonunu artirmistir. Olgunlagsma siirecinin sonunda (12. giin) peptitlerin en

yiiksek konsantrasyonlar1 3P2 ve 10P2 6rneklerinde dlgiilmiistiir.

93



140 -

L, 100

[ ¥

e

S

2w

=

=

&

2 60

=2
40
20
0

Stire (giir)

Sekil 4.26 Farkli konsantrasyonlarda peptit fraksiyonlarini iceren sucuklarin iiretim ve
depolama siiresince peptit konsantrasyonlarinda meydana gelen degisim

K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve
%1 oraninda 10 kDa peptit ilaveli. A-C: Farkli biiyiik harfle gosterilen degerler, iiretim ve
depolama siiresince giinler arasi farkliliklar1 (P<0.01); a-c: Farkli kii¢iik harfle gosterilen degerler,
uygulama gruplar1 arasindaki anlamli farkliliklar1 gostermektedir (P<0.01). Hata cubuklar
standart sapmay1 gostermektedir.

Depolama siiresi boyunca kontrol (K) o&rnekleri, muamele edilen gruplarla
karsilastirilabilir peptit liretimi sergilemistir. Ancak, 10 kDa peptitlerin eklenmesi, 102.
giinde en yiiksek peptit konsantrasyonuna yol agmistir. 3P1 ve 3P2 6rneklerinde gozlenen
onemli derecede diisiik peptit icerigi, 3 kDa peptitlerin serbest amino asitlere
parcalanmasiyla iliskilendirilebilir. Ote yandan, drneklerde 10 kDa peptitlerin bulunmast,
daha diisiik molekiil agirliklt yeni peptitlerin olusumuna katkida bulunmus olabilir.
Kontrol grubunun peptit miktari, literatiirde bildirilen degerlerle uyumlu olmakla birlikte,
literatiirde peptit ilave edilen herhangi bir et dirlinlinden peptit ekstraksiyonu

gerceklestirilmedigi icin literatlirle kiyaslanmasi miimkiin olmamistir. Bircok caligma,
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starter kiiltiir veya proteolitik enzimlerin fermente sucuklardaki peptit konsantrasyonu
tizerindeki etkilerini incelemistir. Yu vd. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alisma, fermente
sosislere starter kiiltiir inokule edildiginde peptit konsantrasyonu iizerinde énemli bir etki
olmadigini bildirmistir. Diger ¢alismalar ise starter kiiltiir ilavesinin fermente sosislerin

peptit icerigini 6nemli 6lgiide artirdigini géstermistir (Huang vd. 2022; Luan vd. 2020).

443 SDS-PAGE

Farkli konsantrasyonlarda peptit ilavesiyle tretilen sucuklardan ekstrakte edilen
peptitlerde SDS-PAGE analiz sonuglar sekil 4.27°de gosterilmektedir. Basglangigta (0.
giin), kontrol ve peptit iceren gruplar dahil olmak iizere tiim orneklerde protein
degradasyonu benzer sekilde gerceklesmistir. 12. giinde 55-70 kDa araligindaki protein
bant yogunlugunda artis meydana gelmistir. Ayrica, 35-40 kDa civarinda bant
yogunluklari tiim gruplarda benzerdir. 0. giinde 10-15 kDa araliginda diisiik yogunlukta
olan bantlar 12. giinde daha yogun olarak gériintiilenmistir. Uretim sonunda ornek
gruplar1 arasinda ortaya ¢ikan farkliliklar dikkat ¢ekmistir. 10P1 ve 10P2’de 55-70 kDa
araligindaki bantlarin yogunluklar1 diger gruplara kiyasla daha diistiktiir. Tiim gruplarda
15-25 kDa araligindaki bantlarin yogunlugunda artis olsa da kontrol grubunda ~18 kDa
altindaki bantlarin daha az yogunluga sahip oldugu gézlenmistir. Depolama siiresinin
sonunda (102. giin), tiim 6rneklerde ~130 kDa civarindaki bantlar belirgin hale gelmistir.
Ayrica, 12 kDa'luk bantlar ortaya ¢ikmistir. Ilave edilen peptitler diisiik molekiil
agirligina sahip oldugundan jeller iizerinde goriintiilenememistir. Yiiksek molekiil
agirlikli bant yogunluklarinin azalmasi ve yeni bantlarin olusumu, sucuklarin iiretim ve
depolanmasit  sirasinda  proteolitik reaksiyonlardan kaynaklanmaktadir.  Peptit
ekstraktlarinin SDS-PAGE profili, miyofibriler proteinlerin degradasyonu ile benzerlik
gostermistir. Daha Once rapor edildigi gibi, antioksidanlarin et {irlinlerine eklenmesi,
protein oksidasyonunun hizini1 azaltarak proteinin pargalanmasini etkili bir sekilde
yavaslatabilir (Maqgsood, vd. 2015). Bu nedenle, 10P1 ve 10P2’de goriintiilenen diisiik
bant yogunluklari, ilave edilen peptitlerin 102 giin boyunca stabil oldugu ve protein

oksidasyonuna kars1 koruyucu bir etki sagladigi anlamina gelebilir.
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Sekil 4.27 Farkli konsantrasyonlarda peptit fraksiyonu ilavesiyle iiretilen sucuklardan
elde edilen peptit ekstraktlarinda protein degradasyonu

0.giin (A), 12. giin (B), 102. giin (C). K, kontrol grubu; 3P1 ve 3P2, %0.5 ve %1 oraninda 3 kDa
peptit ilaveli; 10P1 ve 10P2, %0.5 ve %1 oraninda 10 kDa peptit
ilaveli
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5. SONUC

Biyoaktif peptitlerin enzimatik hidroliz yoluyla iiretiminde hidroliz kosullar1 peptidin
Ozelliklerini belirleyen en 6nemli kriterdir. Farkli enzimlerin birlikte uygulanmasi halinde
hidroliz kosullarmin optimize edilmesi 6nemlidir. Ciinkii enzimlerin optimum c¢aligsma
kosullar1 degisecek, hidrolizin daha etkin gergeklesmesi durumunda ise daha diisiik
konsantrasyonlar gerekecek ve maliyet azalacaktir. Bu dogrultuda, alkalaz ve protamex
enzimleri ile antioksidan peptit iiretiminde en uygun hidroliz parametreleri 45°C’de 24
saat olarak belirlenmistir. Optimum olarak belirlenen kosullarda hem hidrolizatta hem de
peptit fraksiyonlarinda antioksidan aktivite en yiiksek degere sahip olmustur. Bu
kosullarda hidrolizatin protein miktar1 diger kosullara goére daha disiik, peptit
konsantrasyonu ise hem hidrolizatta hem de peptit fraksiyonlarinda daha ytiksektir.
Belirlenen yiiksek antioksidan aktivite degerleri hidroliz isleminin etkinligi ve diisiik
MA’ peptitlerin meydana gelmesi ile iliskilendirilmistir. Optimum kosullarda firetilen
hidrolizata ait SDS-PAGE profili, 50°C’de 24 saat hidroliz edilen Orneklerde
goriintiilenen 10 kDa MA’l1 peptitlerin parcalandigini géstermistir.

Lipit dispersiyonlarina ilave edilen hidrolizat konsantrasyonun artmasi ile TBARM ve
konjuge dien miktarlarinin daha diisiik seviyelerde kalmasi saglanmistir. Oksidasyonun
en diisiik seviyede gerceklestigi emiilsiyonlar %0.5 hidrolizat icermektedir. Lipozomda
ise konsantrasyondan bagimsiz olarak lipit oksidasyonu engellenmistir. Depolama
stiresince fiziksel olarak stabil goriinen emiilsiyonlar arasinda yalnizca hidrolizat
icermeyen lesitin emiilsiyonunda belirgin bir faz ayrimi gergeklesmis, Tween-20

emiilsiyonunda ise hafif bir krema olusumu gézlenmistir.

Mikrobiyolojik analiz sonuglari, ilave edilen peptitlerin sucugun dogal florasim
etkilemedigini gostermistir. Laktik asit bakteri sayisinin tiretim ve depolama siiresince K
grubu ile benzer sekilde degismesi arzu edilen bir sonugtur. Uretim siiresince 3 kDa
MA’l1 peptitlerin antifungal etkisi dikkat ¢ekici olmustur. Bu 6rneklerde maya ve kiif
gelisiminin daha erken durdurulmus olmas: tiriinii giivenli hale getirmektedir. Sucuklara
peptit ilavesi tiretimin 6. ve 12. giinlerinde pH degerini bir miktar artirmistir. Sucuk renk

ve bilesimi peptit ilavesinden etkilenmemistir (P>0.05) 10P2’de iiretim baslangicindan
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itibaren daha diisik TBARM sayis1 belirlenmistir. Depolama sirasinda da lipit
oksidasyonunun en yavas seyrettigi grup 10P2’dir. Sucuklarin siilfidril miktarlart ilave
edilen peptitlerin molekiil agirlig1 ve konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak daha ytiksek
seviyede kalmis, yani protein oksidasyonu geciktirilebilmistir. K’de ise siilfidril gruplari
pargalanmisg, protein oksidasyonu daha hizli gergeklesmistir. Miyofibriler proteinlerden
elde edilen elektroforez goriintiileri, ilave edilen peptitlerin protein oksidasyonu {izerine
etkisi ile agiklanmistir. 10P1 ve 10P2’de 50 kDa’dan yiiksek MA’l1 bantlarin daha iyi
korundugu gériilmiistiir. Uriiniin duyusal &zellikleri peptit ilavesinden olumsuz
etkilenmedigi gibi, 6zellikle pigmis iirtinde tat ve tekstiir {izerine olumlu etkiye sahip
olmustur. Panelistler tarafindan genel olarak en begenilen sucuk grubu 10P2’dir. Uretim
ve depolama siiresince sucuktan ekstrakte edilen peptitlerde gergeklestirilen analizler
ilave edilen peptitlerin stabilitesinde meydana gelen degisimi belirlemeye yonelik olup,
en yiiksek antioksidan aktivite ve peptit konsantrasyonu 10P2’de lgiilmiistiir. Uretim
baglangici, sonu ve depolama sonunda peptit ilavesi yapilan tiim gruplarin radikal
yakalama kapasitesi K’den daha yiiksektir. Benzer sekilde peptit konsantrasyonunun da
peptit ilaveli gruplarda belirgin sekilde yiliksek oldugu goriilmiistiir. Peptit ekstraktlarinin
SDS-PAGE profili, ilave edilen peptitlerin 102 giin boyunca stabil oldugunu ve protein

oksidasyonuna kars1 koruyucu bir etki sagladigini dogrulamastir.

Tez calismasindan elde edilen sonuglar, biyoaktif nitelikli peptitlerin {iretiminde
optimizasyon asamasinin Onemini ortaya koymustur. Ayrica karacigerden elde edilen
hidrolizatlarin hem emiilsiyon tipi gidalarin muhafazasinda hem de antioksidan
bilesiklerin  emiilsiyon/lipozom gibi sistemlerle tasimmasinda kullanilabilecegi
belirlenmistir. Hidrolizattan tiretilen diisiik molekiil agirlikli peptitlerin ise, fermente et
tiriinlerinde yeni peptit olusumunu tesvik ederken iiriin kalitesini de olumlu yonde
etkiledigi gosterilmistir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonda (%1) peptit ilave edilen
sucukta 102 giin boyunca K’den daha yiiksek antioksidan aktivite belirlenmis olmasi
fonksiyonel et iiriinii {iretimi igin atilmis 6nemli bir adimdir. Ilave edilen peptitlerin
gastrointestinal sindirimi sonrasinda biyoaktif 6zelliklerinin korunabilmesi durumunda
gelecekte besleyici degeri artirilmis ve potansiyel saglik lizerine olumlu etkileri olan

sucuk tliretiminin gergeklestirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK 1 Cig sucuk duyusal degerlendirme formu

EK?2 Pismis sucuk duyusal degerlendirme formu

EK 3 Sucuktan elde edilen peptit ekstraktlarinin ABTS, FRAP ve peptit
konsantrasyonu sonuclarina ait veriler

EK 4 Arastirma verilerinin varyans analiz sonuclar
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EK 1 Cig Sucuk Duyusal Degerlendirme Formu

Panelistin Ad1 Soyada: Tarih:
*Formu doldurmadan dnce liitfen dikkatlice okuyunuz.

1) Koku
Aciklama: Kapakl kaplarda bulunan sucuk dilimlerini, kapaklari agar agmaz koklayarak, hissinizi hedonik

Olcek iizerinde isaretleyiniz (X).
**Ornekler arasinda, su ya da kahve koklayarak, burnunuzda bir onceki kokunun etkisini
nétiirleyebilirsiniz.

1: Cok kotii , 2: bayag koti, 3: koti, 4: biraz kotii, 5: nétr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukga iyi,

10:¢ok iyi
Ornek no
Cok kotii Cok iyi
801 N A A A N O N
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
764 N N Y N Y
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138 N N A A N I O
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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2) Renk
Aciklama: Orneklerin kesit yiizey renklerini bir arada degerlendiriniz. Tipik dogal sucuk rengini dikkate
alarak, hedonik 6l¢ek tizerinde igaretleyiniz (X).

1: Cok kotii , 2: bayag: kotii, 3: kotii, 4: biraz kotii, 5: ndtr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukea iyi,

10:¢cok iyi
Ornek no
Cok kot Cok iyi
801
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
764
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272 N S O I S O
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362 N S I S I O O
I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138 A S I S O NN O
I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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3) Tat/lezzet

Aciklama: Sucuk dilimini yeterli diizeyde 1sirarak, arka diglerle iyice ¢igneyiniz. Yuttuktan (veya
yutmadan agizdan cikarttiktan) sonra algilanan tipik sucuk tadim (asidik ve baharatsi tat) hedonik dlgek
iizerinde isaretleyiniz (X).

**Ornekler arasinda, agzinizdaki bir onceki tadin etkisini gidermek icin bir parca galeta ve sudan

yararlanimiz.

1: Cok kotii , 2: bayag: kotii, 3: koti, 4: biraz kotii, 5: nétr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukea iyi,

10:¢ok iyi
Ornek no
Cok kot Cok iyi
801 A N A A N I O
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
764 N N S O R O
T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272 N A A A S R O
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362 A N A A N I O
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138 A N A A N I O
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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4) Tekstiir

Aciklama: Size verilen iiriinlerin dokusu hakkindaki hissinizi en iyi tanimlayan hedonik &lgek {izerinde
isaretleyiniz (X). Arka dislerle iyice ¢ignenen kiiciik bir parga sucuk diliminin dislere gosterdigi direng
tekstiir olarak degerlendirilecektir. Ornekler arasinda, agzinizdaki bir 6nceki tadin etkisini gidermek icin
bir parca galeta ve sudan yararlaniniz.

1: Cok kotii , 2: bayag: kotii, 3: koti, 4: biraz kotii, 5: nétr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukga iyi,

10:¢ok iyi
Ornek no
Cok kot Cok iyi
801 N I A I A N B
o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
764 N S I S N
I N N N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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5) Genel begeni

Aciklama: Size iirlinleri kendi aralarinda begeni durumunuza gore hedonik 6l¢ek iizerinde isaretleyiniz (X).

1: Cok kotii , 2: bayag: kotii, 3: kotii, 4: biraz kotii, 5: nétr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukea iyi,

10:¢cok iyi
Ornek no
Cok kot
801
1 2
764
1 2
272
1 2
362
1 2
138

GENEL NOTLAR:
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EK 2 Pismis Sucuk Duyusal Degerlendirme Formu

Panelistin Ad1 Soyada: Tarih:
*Formu doldurmadan dnce liitfen dikkatlice okuyunuz.

2) Koku
Aciklama: Kapakli kaplarda bulunan sucuk dilimlerini, kapaklar1 agar agmaz koklayarak, hissinizi hedonik

Olcek iizerinde isaretleyiniz (X).
**Ornekler arasinda, su ya da kahve koklayarak, burnunuzda bir onceki kokunun etkisini
nétiirleyebilirsiniz.

1: Cok kotii , 2: bayag kotii, 3: koti, 4: biraz koti, 5: nétr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukea iyi,

10:¢ok iyi
Ornek no
Cok kotii Cok iyi
801 N A A A N O N
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
764 N N Y N Y
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138 N N A A N I O
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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2) Renk
Aciklama: Orneklerin kesit yiizey renklerini bir arada degerlendiriniz. Tipik dogal sucuk rengini dikkate
alarak, hedonik 6l¢ek tizerinde igaretleyiniz (X).

1: Cok kotii , 2: bayag: kotii, 3: kotd, 4: biraz kotii, 5: notr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukea iyi,

10:¢cok iyi
Ornek no
Cok kot Cok iyi
801
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
764
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272 N S O I S O
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362 N S I S I O O
I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138 A S I S O NN O
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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3) Tat/lezzet

Aciklama: Sucuk dilimini yeterli diizeyde 1sirarak, arka diglerle iyice ¢igneyiniz. Yuttuktan (veya
yutmadan agizdan cikarttiktan) sonra algilanan tipik sucuk tadini (asidik ve baharats1 tat) hedonik dlgek
iizerinde isaretleyiniz (X).

**Ornekler arasinda, agzinizdaki bir onceki tadin etkisini gidermek icin bir parca galeta ve sudan

yararlanimiz.

1: Cok kotii , 2: bayag: kotii, 3: koti, 4: biraz kotii, 5: nétr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukea iyi,

10:¢ok iyi
Ornek no
Cok kot Cok iyi
801 A N A A N I O
ol
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
764 N N S O R O
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272 N A A A S R O
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362 A N A A N I O
]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138 A N A A N I O
ol
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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4) Tekstiir

Aciklama: Size verilen iiriinlerin dokusu hakkindaki hissinizi en iyi tanimlayan hedonik &lgek {izerinde
isaretleyiniz (X). Arka dislerle iyice c¢ignenen kiiciik bir par¢a sucuk diliminin diglere gosterdigi direng
tekstiir olarak degerlendirilecektir. Ornekler arasinda, agzinizdaki bir 6nceki tadin etkisini gidermek icin
bir parca galeta ve sudan yararlaniniz.

1: Cok kotii , 2: bayag: kotii, 3: koti, 4: biraz kotii, 5: nétr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukea iyi,

10:¢ok iyi
Ornek no
Cok kot Cok iyi
801 N I A I A N B
o
1 2 3 4 5 6 v/ 8 9 10
764 N S I S N
I N N N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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5) Genel begeni
Aciklama: Size iirlinleri kendi aralarinda begeni durumunuza gore hedonik 6l¢ek iizerinde isaretleyiniz (X).

1: Cok kotii , 2: bayag: kotii, 3: kotii, 4: biraz kotii, 5: nétr, 6: biraz iyi, 7: orta iyi, 8: iyi, 9: oldukea iyi,

10:¢cok iyi
Ornek no
Cok kot Cok iyi
801 N S I S O N N
I Y R R
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
764 N S S I N O
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
272 S S I N S I N
I e N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
362 A S I S O N O
e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
138 N S I S A N N
B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GENEL NOTLAR:
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9¢1

EK 3 Sucuktan elde edilen peptit ekstraktlarinin ABTS, FRAP ve peptit konsantrasyonu sonuglarina ait veriler

Siire (giin)
Uygulama 0 6 12 42 72 102
K 0,15+0,0158P 0,27+0,014° 0,25+0,044° 0,25+0,03A¢ 0,22+0,024° 0,23+0,014¢
3P1 0,29+0,0182 0,38+0,05°% 0,330,020 0,340,034 0,38+0,0242 0,40+0.00°°
3P2 0,27+0,0352 0,41+0,09%2 0,34+0,0272 0,37+0,0342 0,40+0,0942 0,37+0,014°
10P1 0,25+0,0482 0,39+0,03A% 0,35+0,0342 0,3540,032 0,40+0,06"2 0,37+0,034°
10P2 0,29+0,04%2 0,38+0,028% 0,38+0,0252 0,42+0,0282 0,45+0,07°82 0,53+0,0342

FRAP

Stire (glin)
Uygulama 0 6 12 12 72 102
K 0,13+0.00A 0,160,014 0,13+0.00A2 0,13+0,0142 0,16+0,032 0,12+0,0242
3P1 0,17+0.00A20 0,19+0,0242 0,17+0,0242 0,17+0,0242 0,17+0,0342 0,17+0.00%2
3P2 0,16+0.00A% 0,200,022 0,18+0,0242 0,19+0,0242 0,18+0,0342 0,15+0,0142
10P1 0,19+0.0078% 0,2140,0242 0,17+0,0242 0,18+0,0242 0,200,024 0,17+0.0052
10P2 0,19+0.002 0,2240,0142 0,18+0,0242 0,19+0,0242 0,23+0.0072 0,19+0.0072

Peptit Konsantrasyonu

Stire (glin)
Uygulama 0 6 12 42 72 102
K 1,82+0,02PP 2,11+0,02¢¢ 2,15+0,02¢P 2.,24+0,0952 2,3340,0342 2,31+0,02A8¢
3P1 1,90+0,01¢2° 2,20+0,04B¢ 2,27+0,11A820 2,2640,054°2 2,38+0,034 2,36+0,03A%¢
3pP2 2.00+0,06%2 2,2440,03B2 2,31+0,0752 2,27+0,0182 2,41+0.0072 2,34+0,058¢
10P1 1,954+0,06%2 2,2540,078% 2,2540,12B® 2,3440,0142 2,36+0,0442 2,44+0,01420
10P2 1,98+0,03¢2 2,32+0,078¢2 2,29+0,05¢2 2,32+0,03B¢2 2,41+0,0582 2,54+0,0272




EK 4 Arastirma Verilerinin Varyans Analiz Sonuglari

EK 4.1 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlar1 igeren Tween 20 ve lesitin
emiilsiyonlar1 ile lipozomda depolama sirasinda TBARM miktarinda
meydana gelen degismelere uygulamanin ve depolama siiresinin etkisini
gOsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 2678.24 0.001
Olgunlagma siiresi(S) 2 1123.20 0.001
SxM 6 422.26 0.001**
Hata 25
Toplam 54

Lesitin

Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 730.99 0.001
Olgunlagma siiresi(S) 2 382.96 0.001
SxM 6 261.08 0.001**
Hata 25
Toplam 54

Lipozom
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 293.95 0.001
Olgunlagma siiresi(S) 2 29.172 0.006
SxM 6 7.728 0.007**
Hata 25
Toplam 54

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.2 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlar1 iceren Tween 20 ve lesitin
emiilsiyonlari ile lipozomda depolama sirasinda konjuge dien miktarinda meydana gelen
degismelere uygulamanin ve depolama siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 6.752 0.060
Depolama siiresi(S) 2 14.227 0.002
SxM 6 10.327 0.002**
Hata 8
Toplam 19

Lesitin

Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 82.254 0.001
Depolama siiresi(S) 2 289.000 0.001
SxM 6 31.057 0.001**
Hata 8
Toplam 19

Lipozom
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 5.798 0.042
Depolama siiresi(S) 2 4.844 0.074
SxM 6 6.051 0.012*
Hata 8
Toplam 19

*P<0.05, **P<0.01
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EK 4.3 Farkli konsantrasyonlarda sigir karaciger hidrolizatlar1 igeren Tween 20 ve lesitin
emiilsiyonlar1 ile lipozomda depolama sirasinda partikiil boyutunda meydana gelen
degismelere uygulamanin ve depolama siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 20.77 0.001
Depolama siiresi(S) 2 19.93 0.010
SxM 6 33.045 0.001**
Hata 25
Toplam 54

Lesitin

Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 143.997 0.001
Depolama siiresi(S) 2 113.375 0.001
SxM 6 41.475 0.001**
Hata 25
Toplam 54

Lipozom
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 3 732.896 0.001
Depolama siiresi(S) 2 112.008 0.001
SxM 6 35.933 0.001**
Hata 25
Toplam 54

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.4 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin Enterobacteriaceae sayilari iizerine
uygulamanin ve {iretim siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.252 0.902
Uretim siiresi(S) 2 340.10 0.000**
SxM 8 0.252 0.975
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.5 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin Enterobacteriaceae sayilari iizerine
uygulamanin ve depolama siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0 -
Depolama siiresi(S) 3 0 -
SxM 12 0 -
Hata 15
Toplam 34
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EK 4.6 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin KNK sayilari {izerine uygulamanin ve
iiretim siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 1.352 0.368
Uretim siiresi(S) 2 1029.56 0.001**
SxM 8 1.161 0.404
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.7 Farkl1 konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin KNK sayilari {izerine uygulamanin ve
depolama siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.523 0.721
Depolama siiresi(S) 3 4.187 0.014*
SxM 12 0.048 1.000
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.8 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin TAMB sayilari {izerine uygulamanin
ve iiretim siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.423 0.789
Uretim siiresi(S) 2 23.270 0.001**
SxM 8 0.223 0.982
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.9 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin TAMB sayilari {izerine uygulamanin
ve depolama siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.354 0.836
Depolama siiresi(S) 3 9.197 0.001**
SxM 12 0.168 0.999
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.10 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin LAB sayilar1 tizerine uygulamanin ve
iiretim siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.041 0.996
Uretim siiresi(S) 2 3.359 0.077
SxM 8 0.120 0.997
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01
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EK 4.11 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin LAB sayilar1 lizerine uygulamanin ve
depolama siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.060 0.324
Depolama siiresi(S) 3 1.208 0.992
SxM 12 0.254 0.992
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.12 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin maya ve kif sayilari iizerine
uygulamanin ve iiretim siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.132 0.967
Uretim siiresi(S) 2 18.625 0.001**
SXM 8 0.415 0.982
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.13 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin maya ve kiif sayilar1 iizerine
uygulamanin ve depolama siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 370.926 0.735
Depolama siiresi(S) 3 3.378 0.031*
SxM 12 0.502 0.897
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.14 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli ¢ig sucuklarin koku puanlari tizerine
uygulamanin ve depolama siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.502 0.711
Uretim siiresi(S) 1 5.133 0.073
SxM 4 0.865 0.543
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.15 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli ¢ig sucuklarin {iretim sonunda renk puanlari
iizerine uygulamanin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 5595.12 0.048*
Depolama siiresi(S) 1 23.714 0.050*
SxM 4 0.306 0.863
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01
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EK 4.16 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli ¢ig sucuklarin iiretim sonunda tat puanlar
iizerine uygulamanin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 1298.91 0.029*
Depolama siiresi(S) 1 3.299 0.092
SxM 4 0.504 0.737
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.17 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli ¢ig sucuklarin iiretim sonunda tekstiir puanlari
iizerine uygulamanin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 1976.78 0.039*
Depolama siiresi(S) 1 0.014 0.911
SxM 4 0.849 0.551
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.18 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli ¢ig sucuklarin iiretim sonunda genel begeni
puanlari iizerine uygulamanin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 8415.85 0.027*
Depolama siiresi(S) 1 0.050 0.832
SxM 4 0.141 0.960
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.19 Farkl1 konsantrasyonlarda peptit ilaveli pismis sucuklarin iiretim sonunda koku puanlari
iizerine uygulamanin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 7818.29 0.983
Depolama siiresi(S) 1 11.751 0.019*
SxM 4 0.141 0.960
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.20 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli pismis sucuklarin {iretim sonunda renk puanlar
iizerine uygulamanin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 4248.795 0.033
Depolama siiresi(S) 1 6.230 0.055
SxM 4 0.453 0.642
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01
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EK 4.21 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli pismis sucuklarin iiretim sonunda tat puanlar
iizerine uygulamanin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 4097.01 0.048*
Depolama siiresi(S) 1 0.06 0.940
SxM 4 1.739 0.278
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.22 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli pigmis sucuklarin iiretim sonunda tekstiir
puanlar1 tizerine uygulamanin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 8903.01 0.049*
Depolama siiresi(S) 1 0.326 0.593
SxM 4 1.222 0.407
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.23 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli pismis sucuklarin {iretim sonunda genel begeni
puanlari iizerine uygulamanin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 5142.93 0.014*
Depolama siiresi(S) 1 3.838 0.107
SxM 4 2.364 0.185
Hata 5
Toplam 14

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.24 Farkl1 konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin pH degerleri ilizerine uygulamanin ve
iiretim siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 5.248 0.001**
Uretim siiresi(S) 2 3398.86 0.015*
SxM 8 0.965 0.490
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.25 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin pH degerleri iizerine uygulamanin ve
depolama siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 2.297 0.130
Depolama siiresi(S) 3 8.359 0.001**
SxM 12 0.308 0.983
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01
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EK 4.26 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin L* degerleri {izerine uygulamanin ve
iiretim siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 1.846 0.197
Uretim siiresi(S) 2 116.628 0.001**
SxM 8 1.191 0.353
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.27 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin L* degerleri {izerine uygulamanin ve
depolama siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.641 0.646
Depolama siiresi(S) 3 29.209 0.001**
SxM 12 1.280 0.280
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.28 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin a* degerleri iizerine uygulamanin ve
iiretim siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.410 0.798
Uretim siiresi(S) 2 352.448 0.001**
SxM 8 0.542 0.811
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.29 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin a* degerleri {izerine uygulamanin ve
depolama siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.660 0.634
Depolama siiresi(S) 3 55.610 0.001**
SxM 12 0.448 0.929
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.30 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin b* degerleri izerine uygulamanin ve
iiretim siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.707 0.605
Uretim siiresi(S) 2 21.012 0.001**
SxM 8 0.456 0.872
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01
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EK 4.31 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin b* degerleri tizerine uygulamanin ve
depolama siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 0.719 0.598
Depolama siiresi(S) 3 15.184 0.001**
SxM 12 0.601 0.824
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.32 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin TBARM degerleri iizerine

uygulamanin ve iiretim siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 71.086 0.001
Uretim siiresi(S) 2 72.984 0.001
SXM 8 20.281 0.001**
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.33 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin TBARM degerleri iizerine

uygulamanin ve depolama siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 113.693 0.001**
Depolama siiresi(S) 3 53.483 0.001**
SxM 12 0.574 0.845
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.34 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin silfidril degerleri {izerine

uygulamanin ve iiretim siiresinin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 1.388 0.306
Uretim siiresi(S) 2 65.968 0.001**
SxM 8 0.338 0.940
Hata 10
Toplam 24

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.35 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin siilfidril degerleri iizerine

uygulamanin ve depolama siiresinin etkisini gdsteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 8.302 0.003**
Depolama siiresi(S) 3 4.159 0.014*
SxM 12 0.631 0.799
Hata 15
Toplam 34

*P<0.05, **P<0.01
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EK 4.36 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin ABTS degerleri iizerine uygulamanin
ve siiremin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 10.540 0.001
Uretim siiresi(S) 5 22.404 0.001
SxM 20 10.583 0.001**
Hata 25
Toplam 54

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.37 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin FRAP degerleri iizerine uygulamanin
ve siirenin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 3.908 0.001
Depolama siiresi(S) 5 6.215 0.002
SxM 20 0.435 0.007**
Hata 25
Toplam 54

*P<0.05, **P<0.01

EK 4.38 Farkli konsantrasyonlarda peptit ilaveli sucuklarin peptit konsantrasyonu degerleri
iizerine uygulamanin ve siirenin etkisini gosteren varyans analizi

Tween 20
Varyans kaynagi DF F P
Muamele grubu(M) 4 22.017 0.001
Depolama siiresi(S) 5 103.264 0.001
SxM 20 1.170 0.003**
Hata 25
Toplam 54

*P<0.05, **P<0.01
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