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Kolajen hayvanlarda deri, kemik, kikirdak ve tendon gibi farkli bag dokularda bulunan yapisal bir
proteindir. Deri ve kemiklerden elde edilen ve molekiil agirligi 200-500 kDa agirliginda degisen kolajen
proteininin ekstraksiyonuyla jelatin elde edilmektedir. Elde edilen bu jelatinin enzimatik veya asidik
hidroliz yoluyla daha ileri derecede pargalanmasi sonucu daha kii¢iik molekiil agirligina (<30 KDa)
sahip kolajen hidrolizat1 veya kolajen peptitleri elde edilmektedir. Uretilen peptitler basta gida sanayisi
olmak iizere, kozmetik, eczacilik ve tip alanlarinda genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu ¢aligmada,
deri, kemik ve balik pulu kaynakli jelatinlerin vurgulu elektrik alan (VEA) destekli enzimatik hidrolizi
gerceklestirilmis ve elde edilen hidrolizatlarin yapisal, fonksiyonel ve biyolojik 6zellikleri incelenmistir.
Bu amacla jelatin 6rneklerine 6n islem olarak VEA uygulanmis, ardindan hidroliz islemi yalnizca pepsin
enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen jelatin hidrolizatlar1; hidroliz derecesi, antioksidan
aktivite, UV-Vis absorbsiyon spektrumu, Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) ve bazi
fonksiyonel 6zellikler acisindan degerlendirilmistir. Hidroliz sonras1 6rneklerde hidroliz derecesi (HD)
degerlerinin, yalnizca enzim uygulanan kontrol drneklerine kiyasla anlamli diizeyde arttig1 (p < 0.05)
gozlenmistir. Ozellikle VEA 6n islemi uygulanan jelatin hidrolizatlarinda HD degerlerinde belirgin bir
yiikselme meydana gelmis, bu durum protein zincirlerinin daha kii¢iik peptitlere ayrildigin1 gostermistir.
FTIR analizleri, VEA ve pepsin uygulamalarinin hem ayr1 ayri hem de kombine olarak protein omurgasinda
gevseme, hidrojen baglarinin zayiflamasi ve sekonder yap1 degisiklikleri olusturdugunu gostermistir. Elde
edilen hidrolizatlarin antioksidan aktivitelerinde; VEA + pepsin kombinasyonunun antioksidan kapasiteyi
anlaml1 bicimde artirdig1 saptanmugtir. Antioksidan aktivitedeki artigin, hidroliz derecesindeki yiikseligle
paralel oldugu belirlenmistir. UV absorbsiyon spektrumlar1 incelendiginde, hidrolizat drneklerinde
ozellikle aromatik amino asitlere atfedilen absorbsiyon bolgelerinde artis gdzlenmis, bu durum diisiik
molekiil agirlikli peptitlerin olusumunu desteklemigtir. Bulgular birlikte degerlendirildiginde, VEA 6n
isleminin jelatinlerin enzimatik hidrolizini kolaylastirdig1 ve biyolojik aktivitesi yiiksek hidrolizatlarin
elde edilmesine katki sagladig1 sonucuna varilmigtir. Elde edilen bulgular, VEA’nin jelatin hidrolizi
icin etkili bir 6n islem yontemi oldugunu ve pepsin ile birlikte kullaniminin fonksiyonel ve biyoaktif
ozellikleri gelistirilmig jelatin hidrolizatlarinin iiretimi agisindan 6nemli bir potansiyel sundugunu ortaya
koymaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyoaktif peptit, Vurgulu elektrik alan, Kolajen, Hidroliz
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Collagen is a structural protein found in various connective tissues of animals, including skin, bone,
cartilage, and tendons. Gelatin is obtained through the extraction of collagen from skin and bone, with
molecular weights ranging from 200 to 500 kDa. Further enzymatic or acidic hydrolysis of this gelatin
produces collagen hydrolysates or collagen peptides with lower molecular weights (<30 kDa). These
peptides have wide-ranging applications in the food industry, as well as in cosmetics, pharmaceuticals,
and medical fields. In this study, gelatin derived from skin, bone, and fish scales was subjected to pulsed
electric field (PEF)-assisted enzymatic hydrolysis, and the structural, functional, and biological properties
of the resulting hydrolysates were investigated. Gelatin samples were pretreated with PEF, followed by
hydrolysis using only pepsin. The hydrolysates were evaluated in terms of degree of hydrolysis (DH),
antioxidant activity, UV—Vis absorption spectra, Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy, and
selected functional properties. Results showed that DH values of the hydrolysates significantly increased
(p < 0.05) compared to control samples treated with enzyme alone. Notably, hydrolysates pretreated with
PEF exhibited a pronounced increase in DH, indicating the formation of smaller peptide fragments. FTIR
analysis demonstrated that both PEF and pepsin, individually and in combination, caused loosening of the
protein backbone, weakening of hydrogen bonds, and changes in secondary structure. Antioxidant activity
assays revealed that the PEF + pepsin combination significantly enhanced antioxidant capacity, which
correlated with the increased DH. UV—Vis spectra showed elevated absorption in regions associated
with aromatic amino acids, supporting the generation of low-molecular-weight peptides. Overall, the
findings suggest that PEF pretreatment facilitates enzymatic hydrolysis of gelatin and contributes to the
production of hydrolysates with enhanced biological activity. The results indicate that PEF is an effective
pretreatment method for gelatin hydrolysis, and its combined use with pepsin offers significant potential
for producing hydrolysates with improved functional and bioactive properties.

KEYWORDS: Bioactive peptide, Pulsed electric field, Collagen, Hydrolysis
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GIRIS MEHMET TEMEL

1. GIRIiS

Kolajen hayvanlarda deri kemik kikirdak ve tendon gibi farkli bag dokularda bulunan
yapisal bir proteindir. Kolajen, memelilerde bol miktarda bulunan ve viicudun toplam
protein kiitlesinin yaklasik %30’unu olusturan uzun ve lifli bir protein olmakla birlikte,
bilinen kolajen ailesinde 28’den fazla tip yer almaktadir (Wang vd., 2023). Bunlar arasindan
en yayginlan ise tip I, tip II ve tip III kolajenleri yer alir ve tip I kolajen hayvanlarda
en bol bulunamdir (%90). Tip I kolajenler kemik, deri, tendon ve bag dokularinda en
yaygin goriilen kolajen tipidir, tip II kolajen 6zellikle kikirdak dokusunda baskindir. Tip
I1I kolajen: Ince lifli bag dokularinda ve organ destek aglarinda bulunmaktadir. (Sun vd.,
2025). Karakteristik bir {i¢lii sarmal yapiya sahip olan kolajen proteini {i¢ adet a-polipeptid
zincirinden olugsmaktadir. Kolajenin yapisini olusturan peptit zincirleri amino asit diizeyinde
belirgin bir tekrar deseni ile karakterizedir ki bu desende her ii¢ amino asitten biri glisin
(=%33), prolin ve hidroksiprolinden olugmaktadir. Kolajenin yapisindaki bu zincirler sol
yonlii poliprolin II tipi heliks konformasyonuna sahiptir ve birlikte sag yonlii bir {iglii heliks
seklini olusturur. Bu yapi, kolajenin mekanik stabilitesini ve elastik dayanikliligin1 saglayan

temel unsurdur.

Kolajen, bag dokularinin ana yapisal protein olmakla beraber yiiksek biyo-uyumluluk
ve biyolojik olarak parcalanabilir bir yapiya sahiptir. Kolajenden hidroliz yoluyla farkli
amaglara yonelik farkli kolajen tiriinleri tiretilebilmektedir. Bunlarin basinda; kismi hidroliz
ile jelatin (>30 kDa) ve agir1 hidroliz ile de kolajen peptitleri (<30 kDa) iiretilmektedir. Tiim
kolajen tiirleri iic 6zdes veya farkli a zincirinden olusur ve en az bir iiclii sarmal yapi icerir
(Silver vd., 2018) ve bu yapiy1 stabilize eden molekiil i¢i, molekiil dis1 kovalent baglar ve
hidrojen baglar1 kirilip yeni iirlinlere doniigebilmektedir. Ortalama molekiil agirligi 330 kDa
olan kolajenin baglarinin kopmasi sonucu ortaya c¢ikan polipeptit karisimi molekiil agrilig
>30 kDa’nin iizerinde olanlar jelatin olarak degerlendirilmektedir (Alipal vd., 2021). Ayrica,
jelatinin kimyasal yapis1 a zincirleri (tek polimer/tek zincir), § zincirleri (kovalent olarak
capraz baglanmus iki a zinciri) ve 7y zincirleri (kovalent olarak ¢capraz baglanmuis li¢ « zinciri)
gibi farkl1 polipeptit zincirlerinden olusur (Abdalbasit Adam vd., 2013). Kolajen molekiiliinii

olusturan baglarin asir1 hidrolizi ile de kolajen peptitleri (<30 kDa) elde edilmektedir.
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Son yillarda siirdiiriilebilir iiretim yaklasimlarinin 6nem kazanmasi ve hayvansal
yan iiriinlerin katma degeri yiiksek bilesenlere doniistiiriilmesine yonelik artan ilgi, jelatin
ve jelatin tiirevlerinin kullanim alanlarin1 6nemli 6l¢tide genisletmistir. Jelatin, kolajenin
kismi hidroliziyle elde edilen, biyouyumlulugu, jel olusturma, emiilsiyonlastirma, kopiirme
ve film olusturma ozellikleri gibi protein yan zincir gruplariyla ilgili bir¢ok fonksiyonel
ozellige sahiptir. S6z konusu fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle jelatin; gida basta olmak
iizere farmasotik ve biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Gémez-
Guillén vd., 2011; Tang vd., 2022). Jelatin iiretimi i¢in ham maddeler tipik olarak farkl
hayvan yan veya atik iiriinleri olusturmaktadir. Oyle ki jelatinlerin %29,4’ii ve %23,1’i s1gir
derisi ve kemiklerinden, %46’s1 domuz derisinden ve yaklasik %1,5’i diger kaynaklardan
iiretilmektedir (Sultana vd., 2018; Lv vd., 2019). Kolajence zengin dokulardan jelatin
eldesi genellikle 3 temel asamadan olugsmaktadir. Bunlarin baginda (I) hayvansal dokularin
temizlenmesi, yag vb. safsizliklarin giderilmesi ve kolajence zengin dokunun asit ve alkali ile
muamele edilerek kolajen molekiiliiniin y1ipratilmasi ve kolajenin izole edilmesi gelmektedir.
(IT) 40 °C iistiindeki sicakliklarda jelatin ekstraksiyonu ve (III) ekstraksiyon ¢ozeltisinin
stiziilmesi, yogunlastirilmasi ve kurutulmasidir (Ahmed vd., 2020). Elde edilen toz jelatin
farklh fonksiyonel 6zellikler barindirmasina karsin, dogal jelatin yapisinin siirli biyolojik
aktiviteye sahip olmasi, jelatinin kontrollii sekilde hidrolize edilerek fonksiyonel ve biyoaktif

ozelliklerinin artirilmasina yonelik ¢caligmalar1 6n plana ¢cikarmistir.

Kolajen hidrolizati, kolajen veya jelatinin kimyasal ya da enzimatik hidrolizi sonucu
elde edilen, farkli boyutlardaki peptitlerin ve ¢esitli amino asitlerin bir karigimini temsil
etmektedir. Kolajen proteininden hidrolizat iiretiminde temel amac, biyolojik ve besinsel
degerini artirmak, farkli molekiil agirliginda peptitler olusturmak ve yliksek katma degerli
ticari Uirlinler elde etmektir (Al Hajj vd., 2024). Hidrolizat liretimi genellikle ii¢ agsamada
gerceklesir: (1) kolajence zengin hammaddeyi safsizliklardan arindirma, (2) kimyasal
veya enzimatik hidroliz yoluyla kolajen hidrolizi, (3) elde edilen hidrolizatlarin molekiil

agirliklarina gore fraksiyonlanmasi ve kurutulmasi (Hong vd., 2019).

Kolajen, biyoaktif ozelliklere sahip peptitlerin izolasyonu i¢in degerli bir kaynak

olusturmaktadir (Safari & Yaghoubzadeh 2020). Diisiik molekiil agirlikli kolajen hidroli-
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zatlar1 daha yiiksek sindirilebilirlik ve biyoyararlanim gosterir ve kolajen/jelatinden daha
biiyiik biyolojik aktivite sergilemektedir (Hong vd., 2019). Bu durum c¢esitli hayvansal
yan Uriinlerden kolajen hidrolizatinin hazirlanmasini tegvik etmektedir. Ayrica kolajenden
ileri gelen diisiik molekiil agirlikli peptitlerin, 6zellikle Pro ve Hyp icerikleri, sindirim
sistemindeki peptidazlarin etkisine daha direncli olduklar1 i¢in daha iyi biyoaktif ve
fonksiyonel aktivitelere sahip olduklar bildirilmistir. (Ucak vd., 2021). Bu nedenle, diisiik
molekiil agirlikli peptitlerin uygulama alanlari, amino asit dengesi, iyi sindirilebilirlik ve
hizli tikketim gibi iyi fonksiyonel ve fizikokimyasal 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle
daha da genislemektedir. Kolajen peptitleri genellikle kolajen/jelatinin asit, alkali veya
enzimatik hidroliziyle elde edilmekte ve diisiik molekiiler agirlikli peptitlerden olusan
kolajen peptitleri ozellikle antioksidan, antihipertansif ve antimikrobiyal aktiviteleri ile
dikkat ¢cekmektedir (Fu vd., 2019; Hong vd., 2019). Enzimatik hidroliz, kolajen/jelatin
hidrolizatlarinin iiretiminde en yaygin kullanilan yontem olmakla birlikte, hidroliz verimi
ve elde edilen peptitlerin 6zellikleri biiyiik 6l¢iide hidroliz kogullarina ve kullanilan enzime

bagli olarak degismektedir (Hong vd., 2019).

Pepsin ve Proteinase K, kolajenin enzimatik hidrolizinde farkli proteolitik derinlik
saglayan iki onemli proteazdir. Pepsin, asidik pH’ta aktif olan bir aspartik proteaz olup,
hidroliz siiresi ve enzim konsantrasyonu artirildiginda pepsin orta ve diisilk molekiil
agirlikl kolajen peptitlerinin iiretiminde de etkili olabilmektedir. Sinirl pepsin sindirimi
sonucunda yaklasik 30 kDa civarinda diisiik molekiil agirlikli kolajen fraksiyonlarinin
olustugu ve bu peptitlerin fonksiyonel 6zellikler gosterebildigi bildirilmistir. Ayrica pepsin
ile elde edilen peptitler daha ileri islemler (6rnegin subkritik su veya ikinci bir proteaz
uygulamasi) ile <2 kDa seviyesine kadar parcalanabildigi ve antioksidan aktiviteye sahip
hidrolizatlarin iiretilebildigi rapor edilmistir (Asaduzzaman vd., 2020; Harris vd., 2021).
Buna karsilik Proteinase K, genis substrat 6zgiilliigiine sahip bir serin proteaz olup denatiire
proteinler lizerinde dahi yiiksek aktivite gosterebilmesi sayesinde kolajeni daha ileri
derecede pargalayarak ¢ok daha diigiik molekiil agirlikli peptitlerin ve serbest amino asitlerin
olusumunu saglar; bu nedenle derin hidroliz ve kisa zincirli biyoaktif peptit iiretiminde

tercih edilmektedir (Harris vd., 2021).



GIRIS MEHMET TEMEL

Vurgulu elektrik alan (VEA) teknolojisi, kisa siireli ve yiiksek voltajli elektrik
darbelerinin uygulanmasiyla biyomolekiillerin yapisinda fiziksel ve kimyasal degisikliklere
neden olan termal olmayan bir islem olarak tanimlanmaktadir. Proteinler lizerinde yapilan
calismalar, VEA uygulamasinin elektrik alan siddeti, darbe siiresi ve iglem sicakligina
bagli olarak protein agregasyonu, denatiirasyon veya kismi yeniden katlanma gibi farkl
yapisal sonuglara yol acabilecegini gostermektedir. Ozellikle 5 — 20 kV/cm araliginda
uygulanan alan siddetlerinde proteinlerin a-heliks yapisinda azalma ve [3-sheet yapisinda
artis gozlenmis, bu durum proteinlerin daha reaktif hale gelmesine neden olmustur (Zhu
vd., 2025). Kolajen, li¢lii heliks yapisi ve yogun capraz baglar1 nedeniyle enzimatik olarak
hidrolizi zor olan bir proteindir. Bu nedenle kolajen hidrolizatlarinin iiretiminde VEA gibi
fiziksel On islemler giderek daha fazla arastirilmaktadir. Yapilan deneysel calismalarda,
VEA 6n isleminin kolajen lif yapisim1 gevsettigi, molekiiller arasi ¢apraz baglar zayiflattigi
ve boylece enzimlerin peptit baglarina erisimini kolaylastirdig bildirilmistir (Sharifi vd.,

2025).

VEA uygulamasi sirasinda olusan yiiksek elektrik alan, protein molekiillerinde dipol
yonlenmesi, elektrostatik kuvvetlerde degisim ve lokal 1sinma gibi etkiler meydana getirerek
sekonder ve tersiyer yapilarin kismen acilmasina neden olabilir. Bu yapisal acilma, hidrofobik
bolgelerin ve enzimatik kesim noktalarinin a¢iga ¢cikmasini saglayarak proteolitik enzimlerin
substrata erisimini kolaylastirir (Barba vd., 2015; Han vd., 2018; Marin-Sanchez vd.,
2024; Malik vd., 2024). Bu nedenle VEA genellikle dogrudan peptit baglarin1 kiran bir
hidroliz yontemi degil, enzimatik hidrolizi hizlandiran ve derecesini artiran bir 6n iglem
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle VEA genellikle enzimatik hidrolizden 6nce bir 6n
islem olarak uygulanmakta ve proteinlerin proteazlara duyarliligini artirarak daha kisa
siirede ve daha yiiksek verimle diisiik molekiil agirlikli peptitlerin elde edilmesine olanak
tammaktadir (Marin-Sdnchez vd., 2024). Ozellikle balik isleme yan iiriinleri iizerine yapilan
calismalarda, VEA uygulamasinin hem protein ekstraksiyon verimini hem de elde edilen
hidrolizatlarin antioksidan ve anti-inflamatuar biyolojik aktivitelerini artirdig1 gosterilmistir
(Chatzimitakos vd., 2023; Bashir vd., 2026). Kolajen iizerine yapilan deneysel bir ¢calismada,
VEA 6n islemi uygulanmig 6rneklerin enzimatik hidrolize karst duyarliliginin arttig1, aym

hidroliz derecesine geleneksel yonteme kiyasla daha kisa siirede ulasildig1 ve daha diisiik
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molekiil agirlikli peptitlerin olustugu bildirilmistir (Sharifi vd., 2025). Bu bulgular, VEA
teknolojisinin protein yapisini kontrollii bicimde modifiye ederek hem ekstraksiyon hem de
enzimatik hidroliz siireclerini iyilestiren, kolajen ve diger yapisal proteinlerden fonksiyonel

peptit iiretiminde etkili bir 6n islem yontemi oldugunu ortaya koymaktadir.

VEA’nin enzimatik hidrolizle birlikte kullanilmasi, protein yapisinin daha etkin
sekilde parcalanmasin saglayarak hidroliz derecesini ve biyolojik aktiviteyi artirma
potansiyeline sahiptir. Ancak jelatin kaynaklarinin farkliligi, uygulanan islem parametreleri
ve enzim tiirii, elde edilen hidrolizatlarin 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Bu
nedenle, VEA ve enzimatik hidrolizin birlikte kullanimina iligkin mekanizmalarin ve

sonuclarin detayl1 olarak ortaya konmasi gerekmektedir.

Bu caligmada; farkl yapisal 6zelliklere sahip olan deri kemik ve pul ana materyallerin-
de bulunan kolajen molekiilii standart yontemler ile jelatine indirgenmistir (Cansu & Boran,
2015; Cansu & Boran, 2022; Cansu, 2023). Elde edilen farkl: jelatinlerin vurgulu elektrik
alan uygulamasi ile pargalanmasi ve kolajen hidrolizati elde edilmesindeki etkisinin yani sira,
enzimatik hidroliz 6ncesinde vurgulu elektrik alan isleminin enzimatik hidroliz siirecine
olan katkis1 da degerlendirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, tavuk derisi ve kemigi ile sazan
pullarindan elde edilen toz jelatinlere; vurgulu elektrik alan (VEA) uygulamasi, enzimatik
hidroliz (pepsin ve Proteinaz K kullanilarak) ve her iki islemin ardisik uygulanmas1 gercek-
lestirilmistir. Uygulanan bu farkli islem kombinasyonlar1 sonucunda kolajen hidrolizatlar
elde edilmistir. Uretilen kolajen hidrolizatlarinin hidroliz derecesi, fonksiyonel 6zellikleri,
antimikrobiyal aktiviteleri, antioksidan aktiviteleri, fourier doniisiimlii kizil6tesi spektrosko-
pi (FTIR) ve UV — Vis absorbsiyon spektrumlarini kargilagtirmali olarak incelenmistir. Elde
edilen bulgularin, VEA destekli enzimatik hidrolizin jelatin hidrolizatlarinin iiretiminde

potansiyel bir yontem olarak degerlendirilmesine katki saglamasi amaclanmaktadir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Kimyasal hidroliz yontemleri, asit/alkali uygulamalar ile peptid amid baglarini
parcalayabilir ve molekiil agirlig1 degisen amino asitler ve kiiciik peptitler elde edilebilir.
Avantajlar1 maliyet etkinligi ve iglem basitligi iken, iirlinlerin bilesiminin 6ngoriilememesi
ve stirecin kontroliiniin zor olmas1 dnemli dezavantajlardir (Hou & Chen, 2023). Enzimatik
hidroliz ise spesifik peptit baglarim1 hedef alarak daha kontrol edilebilir ve 6ngoriilebilir
iirlinler saglar; ancak yliksek capraz bagli kolajenlerin hidrolizinde kimyasal yontemlere
gore daha diislik verim gostermektedir (Sharifi vd., 2025). Son yillarda yapilan ¢caligmalar,
enzimatik ve kimyasal hidroliz yontemleriyle elde edilen kolajen peptitlerinin biyolojik
aktivitelerinin, kullanilan yonteme ve peptit boyutuna bagli olarak degistigini ortaya

koymustur (Marin-Sanchez vd., 2024; Tawalbeh vd., 2025).

Tawalbeh vd. (2025), kolajen hidrolizatlar1 ve peptitlerinin teknolojik ve biyolojik
ozelliklerini degerlendiren bir derleme caligmasi gerceklestirmistir. Bulgular, bu bilesiklerin
antioksidan, antimikrobiyal ve fonksiyonel 6zellikler agisindan zengin oldugunu ve gida
endiistrisinde fonksiyonel bilesen olarak kullaniminin giderek arttigina isaret etmektedir

(Tawalbeh vd., 2025).

Kolajen peptitlerinin biyolojik aktiviteleri arasinda antioksidan, anjiyotensin I
doniistiiriicli enzim (ACE) inhibitor aktivitesi, antikanserojen ve antimikrobiyal etkiler
one ¢cikmaktadir (Yang vd., 2019; Tawalbeh vd., 2025). Si8ir, tavuk derisi, balik kemikleri
ve derisi, balik pullar gibi farkli kaynaklardan elde edilen kolajen peptitlerinin antioksidan
aktiviteleri spesifik amino asit dizilerine ve peptit molekiiler agirliklarina bagh olarak
degismektedir (Gonzdlez-Serrano vd., 2022; Hernandez-Ruiz vd., 2023; Shaik vd., 2024).
Ornegin, serbest radikalleri temizleme, lipid peroksidasyonu inhibe etme ve metal iyonlarini
selatlama gibi mekanizmalar, kolajen peptitlerinin antioksidan kapasitesini belirleyen baglica

etkenlerdir (Xu vd., 2024; Tawalbeh vd., 2025).

Atef vd. (2021), mersin balig1 derisi kolajeninden ticari enzimler kullanilarak elde
edilen peptit fraksiyonlarinin antimikrobiyal 6zelliklerini aragtirmistir. Calismada; kolajen
peptitlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin molekiil agirlig ile iligkili oldugu saptanmustir.

Bulgular, bazi peptit fraksiyonlarinin (<10 kDa) 6zellikle Salmonella tiirlerine karsi inhibitor
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etki gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica peptidomik analizler ile bu biyolojik aktivitenin

belirli peptit dizilerinden kaynaklandig: belirlenmistir (Atef vd., 2021).

Lin vd. (2021), balik derisi kolajeninden demir baglayic1 peptitlerin iiretimi,
saflagtirnllmas1 ve karakterizasyonunu gerceklestirmistir. Calismada, elde edilen peptitlerin
yiiksek metal selatlama kapasitesine sahip oldugu ve demir ile stabil kompleksler olusturdugu
belirlenmistir. Bu peptitlerin fonksiyonel gida bileseni olarak kullanmilabilecegi ifade

edilmistir (Lin vd., 2021).

Qian vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, sigir tip I kolajeni pepsin ile hidrolize
edilerek optimal pH ve sicaklik kosullar1 belirlenmis ve 2.1 — 4.5 aras1 pH ve 30 — 40 °C’nin
pepsin i¢in en uygun kosullar oldugu ve peptid iiretiminin bu parametrelere baglh olarak
arttig1 tespit edilmistir. Ayrica pepsin ile hidrolizin kolajen telopeptidlerini pargalayarak
molekiiler agirhigi diisiik peptitlerin olugsumuna katkida bulundugu ve ticari hidrolizat

iiretiminde pepsinin etkin bir katalizor oldugu rapor edilmistir (Qian vd., 2016).

Vidal vd. (2018), farkli kolajen kaynaklarindan elde edilen hidrolizatlarin fonksiyonel
ozelliklerini incelemek amaciyla pepsin ile enzimatik hidrolizi ultrason destekli olarak
gerceklestirmistir. Calisma sonucunda ultrason uygulamasinin hidroliz derecesini artirdig1
ve elde edilen hidrolizatlarin ¢6ziiniirliik, emiilsifikasyon ve kopiik olusturma kapasitesi
gibi fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirdigi belirlenmistir. Bu durumun, ultrasonun protein
yapisini acarak enzimatik erisilebilirligi artirmasindan kaynaklandig: ifade edilmistir (Vidal

vd., 2018).

Yapilan deneysel bir calismada, farkli hayvan kaynakli kolajenlerin proteinase K ile
hidroliz edilmesinin serbest radikal siiplirme aktivitesi gibi 6nemli biyolojik aktiviteler
tirettigini gostermistir (Ilie vd., 2022). Bu ¢alismada, 6zellikle balik kolajenlerinden elde
edilen peptitlerin proteinase K ile hidroliz edildiginde amino asit kompozisyonu ve molekiiler
agirhik dagilimmin daha etkin antioksidan oOzellikler sundugu rapor edilmistir, bu da

proteinase K’nin kolajen ana zincirini etkin bir bi¢imde kesebildigini gostermektedir.

Marin-Sanchez vd. (2024), VEA uygulamasinin protein ekstraksiyonu, yapisal
modifikasyonu ve enzimatik aktivite iizerindeki etkilerini incelemistir. Calismada, VEA

uygulamasinin proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini degistirerek enzimlerin substrata erigimini
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artirdig1 ve hidroliz verimini yiikselttigi belirtilmistir (Marin-Sénchez vd., 2024).

Sharifi vd. (2025) tarafindan gercgeklestirilen ¢alismada, vurgulu elektrik alan (VEA)
ve ultrasonik On iglemin kolajen hidrolizinde etkinligini karsilastirmigtir. Elde edilen
VEA 0n uygulamasi, enzimatik hidrolizle kiyaslandiginda kolajen molekiillerinin 10
kDa’dan daha diisiik molekiiler agirlikli peptitlere dontisiimiinii artirmis ve bu peptitlerin
antioksidan aktivitelerini ylikseltmistir (Sharifi vd., 2025). Bu sonuclar, VEA ‘nin kolajen
molekiillerinde ikincil ve {igiinciil yapilarin agilmasina ve enzimlerin hidroliz edilmesi i¢in
daha fazla erisilebilir bolgeler olusturmasina yardimci olarak hidroliz verimini artirdigini

gostermektedir.

Herrera Lavados vd. (2025), somon isleme yan iiriinlerinden biyoaktif peptit
tiretiminde VEA teknolojisinin enzimatik hidrolizi gelistirme tizerindeki etkisini arastirmigtir.
Sonuglar, VEA 6n igleminin protein yapisin1 modifiye ederek enzimatik hidroliz verimini
artirdigin ve elde edilen peptitlerin antioksidan aktivitesinin yiikseldigini gostermistir.
Elde edilen bulgular VEA teknolojisinin geleneksel enzimatik hidroliz siireclerine entegre

edilebilecek giiclii bir 6n islem islem oldugunu gostermistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

Farkl1 jelatinlerin iiretimi i¢in sazan balig1 (Carasobarbus luteus) pullari, tavuk
derisi ve kemikleri hammadde olarak kullanilmistir. Calismada kullanilan tavuk derisi
ve kemikleri Sanlurfa da bulunan yerel marketlerden temin edilmistir. Balik pullar
icin Atatiirk baraj goliinde yetistirilen sazan balig1 (Carasobarbus luteus) derisi yerel
marketlerden temin edilmistir. Tavuk derisi ve balik derisi hammaddeleri; 20 mbar mutlak
basingta ve -35 ila -44 °C kondenser sicakliginda yaklasik 18 saat boyunca bir dondurarak
kurutma cihazi (Armfield Limited-FT33) ile kurutulmustur. Kurutulan balik derilerinden
pullar el ile ayrilmistir. Hidroliz agsamasi icin kullanilan enzimler, pepsin ve Proteinase K,
(Novozymes Co. Kalundborg, Danimarka) sirketinden tedarik edildi. Caligmada kullanilan
tiim kimyasallar analitik safliktadir.

3.2. Yontem

3.2.1. Farkli Kaynaklardan Jelatin Uretimi

Tavuk derisinden jelatin iiretimi i¢in; Oncelikle hammadde olarak kullanilan tavuk
derileri, bir dondurarak kurutucu cihazda (Armfield, Limited-FT33) 18 saat siireyle
kurutulmus ve ardindan kenar uzunlugu 4 cm olacak sekilde kare parcalara ayrilmistir. Deri
yapisinda bulunan yagin uzaklagtirilmasi amaciyla 6rnekler, 1/25 (g/mL) oraninda hekzan ile
muamele edilerek calkalamali inkiibatorde (Lab-Line, ABD) 5 saat boyunca bekletilmistir.
Yag giderme islemi sonrasinda deri yiizeyinde kalan hekzan, 50 °C’ye ayarlanmis etiiv
kullanilarak uzaklastirilmistir (Sarbon vd., 2013; Cansu & Boran, 2022). Kurutulup yagindan
arindirilan tavuk derileri, 1/25 (g/mL) oraninda 0.1 M NaOH c¢ozeltisi ile 1 saat siireyle
isleme tabi tutulmustur. Bunu takiben, kolajenin suda ¢6ziiniirliigiinii artirmak amaciyla
ornekler 1/20 (g/mL) oraninda 0.1 M HCI ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Alkali ve asit
uygulamalarinin ardindan deri 6rnekleri musluk suyu ile ii¢ kez yikanarak siiziilmiigtiir
(Cansu & Boran, 2022). Temizleme, alkali ve asit islemlerinden gecirilen 6rneklerden jelatin
ekstraksiyonu 55 °C’de 4 saat siiresince gergeklestirilmistir. Elde edilen jelatin ¢ozeltileri

etiiv (50 °C) yardimiyla kurutulup toz haline getirilmistir.



GEREC ve YONTEM MEHMET TEMEL
e ST T
R \'\ . \ - I
/\'Tavuk derisi , l Tavuk kemigi ’ | | Balik pulu | |
AN / \' : | ..
N \__,-/ _l_l_lJ
SRR S R o
N Temizleme \_ ( Dondurarak kurutma

(' Dondurarak kurutma

. (-38 °C/18 saat) /
— ¢ — I  e— e —

== == N

( Yag giderme .

. Hekzan (1/25 g/mL) -5 saat /

N ¢ — I ¢ e— e —

==Y — = N

( Alkali iglemi

0.1 M NaOH (1/25 g/mL) -1 saat/

N ¢ — I . em— e —
(' Asit islemi \.
0.1 M HCI (1/25 g/mL) -1 saat/

R S

o
(’ Jelatin ekstraksiyonu
. (55 °C -1 saat) yi
N+ — I ¢ e —
== — = N
( Kurutma .
(Etliv- 55 °C) /

N

< Tavuk der|5|\
jelatini

.
\.

Sekil 3.1. Deri, kemik ve puldan jelatin iiretim proses akislari

g
:
l.

(

(65 °C/ 1.5 saat) ]

Mineral giderme
. %2 HCI (1/25 g/mL) -24 saat /

S— ¢ — I PR —
......... N
Alkali islemi
0.1 M NaOH (1/25 g/mL) -1 saat/

T — I ¢ m— e —
......... <
Yag giderme
Hekzan (1/25 g/mL) -18 saat /

B S

e
Jelatin ekstraksiyonu
(50 °C -6 saat) /
N ¢ — T ¢ emm— e —
[, P
’ Kurutma \.
(Etiiv- 55 °C) )
— ¢ — I ¢ e o m—
TN
/7 '\
Tavuk kemigi l
jelatini
\ /
T~ . —

(-38 °C/18 saat) ]

(' Dondurarak kurutma
(-38°C/18 saat) ]

’ N ¢ — I [
=Y == s
( Alkaliislemi

0.1 M NaOH (1/25 g/mL) -1 saat/

N ¢ — I  m— e —

" Mineral giderme b

0.2 M HCI (1/25 g/mL) -1 saat /

N ¢ — I ¢ e —

(' Jelatin ekstraksiyonu

. (50 °C -6 saat) ]
N ¢ — I ¢ em— e —

=Y e = -

( Kurutma s

(Etliv- 55 °C) yi

I | Balik | |
| |pulu Jelatmll |

Kemik jelatini i¢in; piyasadan temin edilen tibia tavuk kemikleri kullanilmgtir.

Uzerindeki safsizliklar1 uzaklastirilan tavuk kemiklerinin temizleme, yagdan arindirma

ve mineral maddelerin uzaklastirilmast icin Cansu ve Boran (2015) nin belirledigi yontem

kullanilmigtir. Bu iglemler sirasiyla; 65 °C’de 90 dakika temizleme, %2’lik HCI ¢ozeltisinde

24 saat demineralizasyon ve 35 °C’de 18 saat n-heksan ekstraksiyonu ile yagdan arindirma

islemlerini icermektedir. Elde edilen tavuk kemikleri jelatin ekstraksiyonu i¢in kullanilmustir.
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Jelatin ekstraksiyonu 50 °C’de 6 saat siiresince gerceklestirilmistir. Elde edilen jelatin

cozeltileri etiiv (50 °C) yardimiyla kurutulup toz haline getirilmistir.

Pul jelatini i¢in sazan baligi1 (Carasobarbus luteus) pullart kullanilmigtir. Balik
derisinden pullarin kolaylikla alinmasi i¢in oncelikle dondurarak kurutucuda (Armfeld
Limited-FT33) 20 mbar mutlak basing ve -35 ila -44 °C kondenser sicakliginda yaklasik
18 saat boyunca kurutulmustur. Kurutulan derilerden alinan pullar oda sicakliginda (24
°C) ve 1/25 pul/¢ozelti (g/mL) oraninda 0,1 M NaOH ile 1 saat muamele edilmistir. Alkali
cozelti igindeki pul ornekleri 15 dakika araliklarla ¢alkalanmigtir. Ardindan musluk suyuyla
yikanan pullar demineralizasyon asamasina alinmigtir. Demineralizasyon i¢in Cansu (2023)
tarafindan belirlenen yontem uygulanmistir. Bu yontemde balik pullar1 1/25 pul/¢ozelti
(g/mL) oraninda 0.2 M HCl i¢inde 60 dakika bekletilmistir. Mineralden arindirilan pullar
jelatin ekstraksiyonu icin kullanilmistir. Jelatin ekstraksiyonu 50 °C’de 6 saat siiresince
gerceklestirilmistir. Elde edilen jelatin cozeltileri etiiv (50 °C) yardimiyla kurutulup toz
haline getirilmistir.

3.2.2. Vurgulu Elektrik Alan Sistemi Tasarumi

Elde edilen jelatinlerin ileri hidrolizini gerceklestirmek icin vurgulu elektrik alan
sistemi tasarlanig ve pargalart Sanliurfa’da bulunan elektronik malzeme marketlerinden
temin edilmistir. Olusturulan vurgulu elektrik alan sistemi elektrik a¢idan darbeli yliksek
gerilim kontrol kart1 ve silindirik elektrot sistemi iinitesi olmak iizere iki ana kistmdan
olugsmaktadir.

3.2.2.1. Elektronik Kontrol Karti

Sistemde kullanilan elektronik kontrol karti; 11KV, 1-5 Hz tek yonlii kare dalga
ve gorev siiresi ayarlanabilecek sekilde tasarlanan kartin iizerinden uygulama yapilmagtir.
Elektrik sebekesine baglanan adaptor ile kartin beslemesi saglanmigtir. Ayni ebatlardaki
sistemler icin farkl1 deneylerin gerceklestirilebilmesi i¢in kartta 4 kanal (¢ikig) bulunmaktadir.
Her bir kanal asagida gosterilen kare dalga c¢ikis vermektedir. Cikig gerilimini yiikseltmek
amaciyla her bir kanala transformator yerlestirilmistir. Her bir kanal icin goérev siiresi
ayarlanarak tanimlanan parametrelere gore calismaktadir. Yarica kanallar bagimsiz olarak

calistirilabilmekte ve programlanabilmektedir. Sistemin enerjisi kesildiginde devre RTC
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(Gercek Zaman Saati) bilgisini hafizada tutmakta ve enerji verildiginde kaldig1 yerden
saymaya devam edebilmektedir. Yine aym sekilde otomatik calisma programlandifi
zaman bilgiler hafizaya kaydedilir ve yine bir kesinti halinde bilgiler kaydedilmektedir.
Programlanan bilgiler devre {izerinde bulunan renkli TFT LCD ekran iizerinden takip

edilebilmektedir (Sekil 3.2)

MENU

KONTROL MIKROISLEMCI 12V

| RETSET ON/OFF  BESLEME
1

(a) (b)

Sekil 3.2. Devre tasarimi goriiniisii ve kanal ¢ikiglar1 (a), Uygulamada kullanilan elektronik
kart (b)

3.2.2.2. Silindirik Elektrot Sistemi

Calismada kullanilacak olan elektrot sistemi elektrik-elektronik miihendisligi alan1
yiiksek gerilim teknigi konusu igerisinde yer alsa da uygulama bakimindan tip, tekstil hatta
gida uygulamalarinda son yillarda yayginlagsmaktadir. Yiiksek gerilimli cihazlarda izolasyon,
malzeme dayanimi ve elektrik alan degisimi 6nem arz etmektedir. Elektrik izolasyonu ve
malzeme dayanimu ile ilgili problemler kismen ¢oziilebilmesine karsin uygun elektrik alan
degerinin elde edilememesi sistemin ¢alismasini olumsuz etkilemektedir. Bu ¢caligmada
ozellikle elektrik alan dagiliminin diizgiin, hesaplanabilir olmasi amaciyla silindirik elektrot
sistemi tercih edilmistir (Ozkaya, 1996). (Sekil 3.3). Elektrot sistemlerine yonelik tasarlanan
modellerin uygun silindirik elektrot tasariminda uygulanan yiiksek potansiyelden diisiik
potansiyele dogru elektrik alan degerinin azaldig1 belirtilmistir (Ozkaya, 1996; Arslan vd.,
2021).
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e METAL

j \ SAC
,J/
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CAM HAZNE

(a)

e
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= e,

(b)

YALITKAN

/' KAPAK

METAL

n/ ELEKTROT

ELEKTROT YALITKANI
(ELEKTROT KILIFI)

(c)

Sekil 3.3. Elektrot sistemi bilesenleri (a), birlestirilmis pargalarin diametrik kesiti (b), tim

modelin goriiniisii (c)

Sekil 3.3 temelde iki kisimdan olugsmaktadir. Bunlardan birinci kisimda toprak

potansiyelinin uygulandig1 metal sac ve cam muhafazadan olusmaktadir. Ikinci kisim da ise

gerilimin uygulandi8 celik elektrot, yalitkan ve kapak kisimlarindan olugsmaktadir. Jelatin

orneklerinin vurgulu elektrik alan ile hidroliz asamasi icin 6ncelikle her bir jelatin 6rneginin

%35’lik saf su ile ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan cam hazne icine farkli kaynaklardan

elde edilen jelatinlerin ¢ozeltileri eklenerek elektrotun sabitlendigi kapak kapatilmigtir

(Sekil 3.3 a-b). Denemeler esnasinda yiiksek gerilim orta kisimda yer alan metal malzemeye

ve dig kisimdaki sac malzemeye 0 V gerilim uygulanmigtir. Sistemi tamamen dis ortamdan

izole edebilmek icin cam yalitkan kapak kullamlmistir (Sekil 3.3 c).

13
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Sekil 3.4. Tasarlanan vurgulu elektrik alan sistemi goriintiileri

3.2.3. Jelatin Orneklerinin Vurgulu Elektrik Alan (VEA) ile Hidrolizi

Tasarlanan vurgulu elektrik alan sisteminin jelatini ne diizeyde parcaladigini tespit
etmek amaciyla 6n denemeler gerceklestirilmistir. Yapilan 6n denemeler sonucundan vurgulu
elektrik alan sisteminin 6zellik farkli frekanslarda etkisinin degistigi gézlemlenmistir. Bunun
icin farkli frekanslarda ve 3 er saatlik uygulama ile yapilan vurgulu elektrik alan etkisinin
tespiti Cizelge 3.1°de belirtilen deneme tasarimai ile belirlenmistir. Hidroliz derecesi bagimsiz
degisken olarak degerlendirilmistir. Denemler sonucunda en yiiksek hidroliz derecesine

sahip kosullar (Frekans) tespit edilmis ve optimum vurgulu elektrik alan kosullar1 olarak

uygulanmaisgtir.
Cizelge 3.1. Vurgulu elektrik alan deneme tasarimi

Deneme Frekans (Hz)
1 1
2 3
3 5

3.2.4. Jelatin Orneklerinin Enzimatik Hidrolizi

Jelatin orneklerinin enzimatik hidrolizi i¢in her bir jelatin 6rneginden 5’er g tartilmig
ve 100 mL saf su eklenerek ve 60 °C’de su banyosunda ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan
cozeltiler Cizelge 3.2°de belirtilen deneme tasarimi uygulanmistir. Enzim uygulamasindan
once pepsin enzimi i¢in ¢ozeltinin pH derecesi %3’liikk HCI ile 2’ye ayarlanmis ve 37 °C’de

3 saat enzimatik hidroliz gerceklestirilmistir. Proteinaz-K enzimi i¢cin pH degeri 7,0’a 0,1 N
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NaOH ile ayarlanmig ve 55°C’de 3 saat muamele edilmistir. Her enzim uygulamasindan

sonra enzim inaktivasyonu i¢in ¢ozeltiler 90 °C’de 15 dakika bekletilmistir.

Cizelge 3.2. Jelatin Orneklerine ait enzimatik hidroliz deney tasarimi

Enzim karigim oranlan (g /10 g)

Deneme Pepsin Proteinaz-K
1 1 -

2 0,75 0,25

3 0,5 0,5

4 - 1

Elde edilen hidrolizatlar polipropilen tabaklara dokiilerek 60 °C deki etiivde (Niive
NF500, Tiirkiye) kurutulup toz haline getirilmistir (Herrera-Lavados vd., 2025). Kurutulan
toz orneklerde hidroliz derecesi iki farkli metot ile tespit edilmistir. Denemeler sonucunda en
yiiksek hidroliz derecesine sahip enzim ve/veya oranlar1 tespit edilmis ve optimum enzimatik

hidroliz kogullar olarak uygulanmaistir.

3.2.5. Jelatin Orneklerinin VEA Destekli Enzimatik Hidrolizi

Jelatinin etkili bir sekilde hidrolizi icin ayr1 ayr1 gerceklestirilen VEA sistemi ve
enzimatik hidroliz i¢in belirlenen optimum kosullar ard1 ardina uygulanmigtir. Bunun i¢in;
Jelatin ornekleri oncelikle en iyi VEA kosullarindan hidroliz edilmis ardindan 6n denemeler
sonucunda en yiiksek hidroliz kosullarinin veren enzim ve/veya enzim orani ve kosullarinda
hidroliz edilmistir. Hidrolizat ¢ozeltileri, 30 kDa molekiiler agirliga sahip santrifiij tipi
ultrafiltrasyon tiiplerinden (Amicron Ultra-15 Santrifiij Filtreler) gecirilmistir. Elde edilen
filtratlar etiiv (Niive NF500, Tiirkiye) yardimiyla kurutulup toz haline getirilmistir. Her
iki islemin sonunda elde edilen kolajen peptitlerinin hidroliz dereceleri tespit edilmistir
(Herrera-Lavados vd., 2025).

3.2.6. Hidroliz Derecesinin Tespiti
3.2.6.1. Titrasyon Yontemiyle Hidroliz Derecesinin Tespiti

Jelatin Oornekleriniden her bir hidroliz islemi sonunda elde edilen hidrolizatlarda
hidroliz derecesinin (HD) tespiti amaciyla titrasyon yontemi kullanilmistir. Titrasyon
yontemi i¢in, 1,5 g kurutulmug kolajen/jelatin hidrolizati, 50 mL damitilmig suda ¢6ziildii

ve 0,1 N NaOH ile pH 7,0+0,1 ayarlandi. Daha sonra, bu ¢ozeltiye 10 mL formaldehit
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(%38, v/v) eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Her bir 6rnek icin titrasyon, pH
8,5 + 0,1°e ulasana kadar NaOH (0,1 N) ile gerceklestirildi. Hidroliz derecesinin tespiti
sirasinda orneklerin asitligi bir pH metre (Hanna, edge, woonsocket, RI, USA) yardimi ile
stirekli olciildii. Toplam nitrojen miktar1 kjeldahl yontemi kullanilarak belirlendi. Kullanilan
NaOH miktar1 not edildi ve hidroliz derecesi (HD) asagidaki denklemlerle (Denklem 1 ve
2) belirlendi. (Noman vd., 2018).

AxBz0.14
Serbest amino grup (%) = (Az xOC 00007)56100 (D

Serbest ani
Hidroliz derecesi(%) = croes an?no g,rqulOO ()
Toplam nitrojen

A: NaOH miktar1 (mL),
B: NaOH konsantrasyonu (0,1 M)

C: numune miktar1 (1,5 g)

3.2.6.2. OPA Reaktifi Yontemiyle Hidroliz Derecesinin Tespiti

Jelatin 6rneklerinden her bir hidroliz igslemi sonunda elde edilen hidrolizatlarda
hidroliz derecesinin tespiti OPA (O-ftalaldehit)reaktifi yontemiile de belirlenmistir. OPA
teknigi i¢in, 25 mL 100 mM sodyum tetraborat ¢ozeltisi, 2,5 mL %20 (a/h) SDS (sodyum
dodesil siilfat), 40 mg OPA (1 mL metanol icinde) ve 21,5 mL damitilmig su igeren 3,4 mL
OPA reaktifi, 10 pL filtrat ile karistirildi. Daha sonra, bu karisgtma 100 pL B-merkaptoetanol
eklendi ve 35,0 °C % 1,0 °C’de (2 dakika) bekletildi. Kor olarak; 3,4 mL OPA reaktifi ve
10 pL saf su karistirilarak kullamilmigtir. Stirenin sonunda, 340 nm’deki absorbans okundu.

Hidroliz derecesi asagida verilen denkleme gore hesapland: (Silva & Silveira., 2013).

Ax1924xSF
Hidroliz derecesi (%) = % 3)

A: orneklerin absorbansi,

SF: seyreltme faktorii
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C: protein numunesinin konsantrasyonu (g/L).

3.2.7. Peptit Orneklerinin Antioksidan Aktivitesi
3.2.7.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Yontemi

Hidrolizat 6rneklerinin antioksidan aktivitesi, DPPH (2,2-difenil- 1-pikrilhidrazil)
serbest radikal temizleme testi kullanilarak degerlendirildi. DPPH cozeltisi (0,10 mM)
metanolde taze olarak hazirlandi ve 1s1iktan korunarak saklandi. Peptit 6rneklerinin seri
seyreltmeleri, 0,005 ila 0,04 mg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlandi. Her
bir 6rnegin 1.5 mL cozeltisi alinarak 0,50 mL DPPH ¢ozeltisi ile karistirildi. Hazirlanan
karigim reaksiyonun gerceklesmesi icin oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, her reaksiyon karisiminin absorbansi bir UV-VIS spektrofotometresi
(Shimadzu UV-1800, Japonya) kullanilarak 517 nm’de olciildii. DPPH radikallerinin
%350’sini temizlemek i¢in gereken ornek konsantrasyonu olarak tanimlanan ICs, degerleri
mg/mL) olarak ifade edildi (Amangeldinova vd., 2024).
3.2.7.2. ABTS Radikal Temizleme Aktivitesi Yontemi

Hidrolizat Orneklerinin antioksidan aktivitesi, ABTS (2,2 -azino-bis 3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyon temizleme aktivitesi, kullanilarak
belirlendi. 7 mM ABTS stok ¢ozeltisi saf su ile hazirlanarak ABTS radikal katyonunu
olusturmak icin 2,45 mM potasyum persiilfat (K;S,0g) ile reaksiyona sokuldu. Peptit
orneklerinin seri seyreltmeleri, 0,005 ila 0,04 mg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda
hazirlandi. Deney icin, 0,5 mL peptit ¢ozeltisi 2,5 mL ABTS calisma c¢ozeltisi ile
kanistirildi. Hazirlanan karisimlar sonra oda sicakliginda 30 dakika boyunca karanlikta
inkiibe edildi. inkijbasyondan sonra, absorbans 734 nm’de bir UV - VIS spektrofotometre
(Shimadzu UV-1800, Japonya) kullanilarak ol¢iildii. Sonuglar, ABTS radikallerinin
%350’sini temizlemek icin gereken Ornek konsantrasyonunu temsil eden ICsy degerleri
(mg/mL) olarak ifade edildi (Amangeldinova vd., 2024).

3.2.8. Peptitlerin Antimikrobiyal Analizi

Hidrolizat 6rneklerinin antimikrobiyal etkilerinin tespiti i¢in belirlenen Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43894) ve Listeria

monocytogenes (RSKK 472) patojen suslarina karg1 disk difiizyon yontemi kullanilarak
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belirlendi. Patojen mikroorganizmalarin aktivasyonu i¢in 100 pL bakteri soliisyonu 9.9 mL
Tyriptic soy broth icerisine konulup tiipler 37 °C‘de 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha
sonra, tiipler 4200 x g‘de 10 dakika 4 °C*de santrifiij edildi ve siipernatantlar uzaklastirildi.
Peletler, 2 mL % 0,1 peptonlu su kullanilarak ¢ozdiiriiliip elde edilen peletlerin, 1x10’
hiicre/mL bakteriye karsilik gelen 0,5 McFarland standardina gore ayarlandi. Bu bakteri
soliisyonlarindan 150 uL Mueller-Hinton Agarlarin yiizeylerine steril drigalski cubuklariyla
yayildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilerek bakterilerin yiizeye yapigsmalari saglandi.
Daha sonra hidrolize peptit 6rneklerinden 100 pL agar tizerindeki 6 mm ¢apindaki bir delige
dolduruldu. Pozitif kontrol olarak gentamisin kullanildi. Ardindan petri kutular1 18-24 saat
37 °C‘de inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki berrak zonlarin caplari
dijital kumpeas ile 6l¢iildii (Simsek vd., 2020; Karaaslan vd., 2021).

3.2.9. UV Absorbsiyon Spektrumu Analizi

Jelatin hidrolizatlarinin UV absorpsiyon spektrumu i¢in 25’er mg hidrolizat 6rnegi
alinip 50 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,2) ve %0,5 ‘lik asetik asit iginde ¢oziindiirilmuistiir.
Hazirlanan hidrolizat ¢ozeltilerinde spektrofotometre yardimiyla (UV - Mini 1240 UV VIS,
Shimadzu, Kyoto, Japonya) 190 - 330 nm aralifinda ve 0,2 nm/s tarama hizinda spektrum
profili tespit edilmistir (Ruan vd., 2023).

3.2.10. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi Analizi (FTIR)

Kurutulup toz haline getirilen jelatin hidrolizatlarinin fonksiyonel gruplarinin
belirlenmesi amaciyla Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi (IRTracer-100,
Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanilmistir. Analizler, ortam sicakliginda, 1 cm ! ¢coziiniirliikte
ve 4000 — 400 cm ! dalga say1s1 araliinda gergeklestirilmistir (Aisha vd., 2014).

3.2.11. Viskozite Analizi

Jelatin hidrolizatlarindan %6.67 lik ¢ozeltileri saf su ile 60 °C’deki su banyosu
yardimiyla hazirlanmistir. Hidrolizat ¢ozeltileri kalibre edilmis Cannon Fenske (CANNON,
State College, PA, USA) rutin viskozimetre ile 60 °C’de dlciilmiistiir. Hidrolizat ¢ozeltilerinin
viskozimetreden gecis hizi Ol¢iilerek asagidaki formiiller kullanilmig ve viskozite degerleri

hesaplanmisgtir. (GMIA, 1986).
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2 2
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s
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3.2.12. Su Tutma Kapasitesi (STK) ve Yag Baglama Kapasitesi (YBK) Analizi

Toz haline getirilmis jelatin hidrolizatlarindan 1’er g alinarak, dnceden tartilmig 50
mL’lik Falcon tiiplerine alinmis ve su tutma kapasitesinin (STK) belirlenmesi amaciyla 20
mL saf su ile; yag baglama kapasitesinin (YBK) degerlendirilmesi i¢in ise 20 mL bitkisel
yag ile karistirilmistir. Hazirlanan karisimlar oda sicakliginda 1 saat bekletilmis ve her 15
dakika da bir vorteks cihazi ile karigtirnlmigtir. Ardindan 6rnekler, 6500 rpm’de 10 dakika
stireyle santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant filtre kdgidindan siiztilmiistiir. Su tutma
kapasitesi (STK), suyun tutulmasina bagli olarak meydana gelen agirlik artis1 lizerinden
hesaplanmig ve gram hidrolizat bagina tutulan su miktar1 (g su/g hidrolizat) cinsinden ifade
edilmistir. Benzer sekilde, yag baglama kapasitesi (YBK), yagin tutulmasina bagl agirlik
artigt esas alinarak hesaplanmis ve gram hidrolizat basina tutulan yag miktan (g yag/g
hidrolizat) olarak raporlanmistir (Cho vd., 2004).

3.2.13. Istatistiksel Analizler

Calismada deneysel analizler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama + standart
sapma olarak ifade edilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler, SPSS v22.0 (Chicago, IL, ABD)
yazilimi kullanilarak gerceklestirilmis; veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve %95

giiven diizeyinde Tukey’nin HSD testi ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Jelatin Orneklerinin Vurgulu Elektrik Alan ile Hidrolizi

Farkl1 kaynaklardan elde edilen jelatin 6rneklerinin tasarimi gerceklestirilen Vurgulu
Elektrik Alan (VEA) sistemi kullanilarak hidroliz edilmistir. Farkli frekans degerlerinde
gerceklestirilen denemelere ait hidroliz diizeyi iki farkli yontem ile belirlenmis ve Cizelge
4.1°de verilmistir. Sonuglar, VEA frekansindaki artigin jelatin hidrolizi iizerinde belirgin
bir etki olusturdugunu ve bu etkinin jelatin kaynagina baglh olarak degiskenlik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Deri jelatini i¢in hidroliz derecesi (Titrasyon yontemi), 1 Hz frekansta
%4,35+0,20 olarak belirlenirken, frekansin 3 Hz ve 5 Hz’ye yiikseltilmesiyle birlikte hidroliz
derecesinde sirasiyla; %35,18+0,13 ve 5,50+0,12 degerlerine ulasilmis ve istatistiksel olarak
sonuglar farkli bulunmustur (p<0,05). Benzer sekildeki artis OPA reaktifi yontemiyle de elde
edilmis ve sonuclar istatistiksel olarak farkli bulunmustur. 1, 3 ve 5 Hz frekanslarda sirasiyla;
%1,22+0,01, 1,40+0,08 ve 1,74+0,09 olarak gerceklesmistir. Bu artig, VEA uygulamasinin
frekansa bagh olarak deri jelatininde peptit baglarinin par¢alanmasini kolaylastirdigini
ve hidrolitik etkinligi artirdiginm1 gostermektedir. Kemik jelatini 6rneklerinde ise hidroliz
derecelerinin deri ve pul jelatinlerine kiyasla daha diisiik oldugu gézlenmistir. Titrasyon
yontemiyle belirlenen hidroliz derecesi (HD) degerleri (%); 1 Hz frekansta 3,56+0,05 olan
HD, 3 Hz’de 3,80+0,15’e ve 5 Hz’de 4,06£0,23’ye yiikselmistir. Her iki yontemde de elde
edilen sonuglar istatistiksel olarak farklilik gostermistir (p<0,05). OPA yontemiyle 1, 3 ve 5
Hz frekanslarinda elde edilen sonuglar ise sirasiyla; %0,93+0,02, 1,01+0,03 ve 1,15+0,00
olarak gerceklesmistir. Frekans artig1 kemik jelatininde de hidrolizi tesvik etmesine ragmen,
artisin hem deri hem de pul jelatinlere nazaran sinirli kalmasi, kemik jelatininin daha yogun

ve stabil bir kolajen yapisina sahip olmasiyla iligskilendirilebilir.

Pul jelatini 6rneklerinde ise frekans artisina bagh olarak daha belirgin bir hidroliz
artis1 gozlenmistir. Hidroliz derecesi (titrasyon yontemi) 1 Hz’de %3,98+0,01 iken, 3 Hz’de
%4,70+0,31’e ve 5 Hz’de %5,87+0,10’e yiikselmistir. Benzer sekilde OPA yonteminde de
yiikselis gerceklesmis ve 1,3 ve Hz’de sirasiyla % 1,08+0,10, 1,25+0,05 ve 1,95+0,01 olarak
tespit edilmistir. Ozellikle 5 Hz frekansta elde edilen yiiksek hidroliz derecesi, pul jelatininin

VEA uygulamasina kars1 daha duyarli oldugunu ve yapisal olarak elektrik alan etkisiyle

20



BULGULAR MEHMET TEMEL

daha kolay parcalanabildigini gostermektedir. Genel olarak degerlendirildiginde, VEA
frekansindaki artig tiim jelatin kaynaklarinda hidroliz derecesini artirmig, ancak bu artigin
diizeyi jelatin kaynagina baglh olarak farklilik gostermistir. En yiiksek hidroliz derecesi
pul jelatininde, en diisiik degerler ise kemik jelatininde elde edilmistir. Bu bulgular, jelatin
kaynaginin yapisal 6zelliklerinin VEA ile indiiklenen hidroliz siirecinde belirleyici bir rol

oynadigim1 gostermektedir.
Cizelge 4.1. Jelatin orneklerinin VEA uygulamasina ait kosullart ve hidroliz derecesi

Deneme VEA kosullari Hidroliz derecesi (%)
Frekans (Hz) Titrasyon yontemi OPA yontemi
1 4.35+0.20¢° 1.22+0.01¢
Deri jelatini 3 5.18+0.13® 1.40+0.08%
5 5.50+0.122 1.74+0.092
1 3.56+0.05¢ 0.93=0.02¢
Kemik jelatini 3 3.80+0.15® 1.01+0.03%
5 4.06+0.232 1.15=0.002
1 3.98£0.01¢ 1.08+0.10¢
Pul jelatini 3 4.70+0.31° 1.25+0.05"
5 5.87+0.102 1.95=0.012

Ayni stitundaki a-c kiiciik harfleri, her bir 6rnegin farkli kosullardaki istatistiksel farkliliklarim gosterir.

4.2. Jelatin Orneklerinin Enzimatik Hidrolizi

Farkli kaynaklardan elde edilen jelatinlerin enzimatik hidrolizine ait hidroliz
dereceleri, kullanilan enzim tiirii ve enzim karigim oranlarina bagh olarak 6nemli farkliliklar
gostermistir (Cizelge 4.2 - 4.4). Genel olarak, tek enzim kullanimi ile elde edilen hidroliz
derecelerinin, enzim karisimlarina kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Oyle ki pepsin
enziminin tek bagmna kullaniminin tiim jelatin 6rneklerinde daha yiiksek hidroliz derecesine
ulagilmigtir. Tavuk derisi jelatini i¢in en yliksek hidroliz derecesi, yalnizca pepsin kullanilan
kosulda %7,75+0,25 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Pepsin oraninin azaltilarak
proteaz ilavesinin artirildig1 karigimlarda ise hidroliz derecesinin kademeli olarak diistiigii
gozlenmistir. Ozellikle pepsin/proteinaz-K oraninimn 0,5/0,5 oldugu karistmda hidroliz
derecesinin (titrasyon yontemi) %35,73£0,30’e, yalnmzca proteaz kullanilan 6rnekte ise
%5,62+0,20’ye geriledigi belirlenmistir. Benzer sonuclar OPA yontemiyle de elde edilmistir.
Elde edilen sonuglarda 3 hidroliz derecesi ile sadece pepsin enzimin kullanildig1 denemeler
on plana ¢ikmis, Pepsin/Proteinaz-K enzim karisitminda hidroliz derecesinin diistiigii tespit

edilmistir. Bu sonuclar, tavuk derisi jelatininde pepsinin proteolitik etkinliginin daha baskin
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oldugunu gostermektedir. Ayrica titrasyon yontemi hidroliz derecesi degerleri sadece pepsin

enzimi kullanildiginda istatistiksel olarak anlaml bir fark yaratmistir.

Cizelge 4.2. Tavuk derisi jelatininin enzimatik hidrolizine ait enzim oranlar1 ve hidroliz

derecesi
Deneme Enzt;fgrsjﬁa?;;ﬂ af Hidroliz derecesi (%)
Pepsin Proteinaz-K Titrasyon yéntemi OPA vontemi
1 1 - 7.75£0.252 4.51+0.08=
2 0.75 0.25 5.80+0.15° 1.79+0.11%
3 0.5 0.5 5.73£0.30° 1.64+0.05%<
4 - 1 5.62+0.20°0 1.48+0.07¢

Ayni siitundaki a-c kiiciik harfleri, drnekler arasindaki istatistiksel farkliliklar: gésterir.

Tavuk kemigi jelatini 6rneklerinde ise hidroliz derecelerinin tavuk derisi jelatinine
kiyasla belirgin sekilde daha yliksek oldugu dikkat ¢cekmektedir (Cizelge 4.3). Yalmizca
pepsin kullanilan denemede hidroliz derecesi %11,80+0,22 (titrasyon yontemi) ile en yiiksek
degere ulagmistir. Enzim karisimlarinda hidroliz derecesi diisiis gdstermis; pepsin/proteinaz-
K oraninin 0,75/0,25 oldugu kosulda %7,50+0,11 (titrasyon yontemi), 0,5/0,5 oraninda
ise %6,53+0,30 (titrasyon yontemi) olarak belirlenmistir. Sadece proteinaz-K kullanilan
ornekte elde edilen hidroliz derecesi %6,01+£0,24 (titrasyon yontemi) olarak gerceklesmis
ve kemik jelatininde proteinaz-K’nin pepsine kiyasla daha sinirli bir etkiye sahip oldugunu
ortaya koymustur. Hidroliz derecesinin tespiti icin kullanilan OPA yonteminde ise sadece
pepsin enziminin kullanildig1 6rneklerin en yiiksek hidroliz derecesine (%5,37+0,04)ulastig1
tespit edilmistir. Bu degeri, %4,31+0,12 olarak (0,75/0,25 g/10) pepsin/ proteinaz-K enzim
oraninda oldugu ve istatistiksel olarak diger enzim karigimlarindan farkli oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.3. Tavuk kemigi jelatininin enzimatik hidrolizine ait enzim oranlari ve hidroliz

derecesi
Deneme EHZI{I;. i{gr:;ga?;;;ﬂ an Hidroliz derecesi (%)
Pepsin Proteinaz-K Titrasyon yéntemi OPA vontemi
1 1 - 11.80+0.222 5.37+0.042
2 0.75 0.25 7.50+0.11% 4.31+0.12°
3 0.5 0.5 6.5320.30¢ 2.05+0.03¢
4 - 1 6.01:0.24¢ 1.98+0.09¢

Aym siitundaki a-c kiigiik harfleri, érnekler arasindaki 1statistiksel farkliliklar: gésterir.
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Balik pulu jelatini, tlim enzim uygulamalar arasinda en yiiksek hidroliz derecelerinin
elde edildigi jelatin kaynag1 olmustur (Cizelge 4.4). Pepsin ile gerceklestirilen hidrolizde
hidroliz derecesi (titrasyon yontemi) %13,85+0,20 olarak belirlenmis ve bu deger diger tiim
jelatin tiirleri arasinda en yiiksek sonug olarak 6ne ¢ikmustir. En yiiksek hidroliz ayn1 zamanda
OPA yontemiyle de %5,65+0,02 olarak tespit edilmistir. Enzim karisimlarinda hidroliz
derecesi azalmig; pepsin/proteinaz-K oraninin 0,75/0,25 oldugu denemede %10,00+0,10,
0,5/0,5 oraninda ise %7,88+0,32 degerleri elde edilmistir. Sadece proteaz kullanilan 6rnekte
hidroliz derecesinin %7,29+0,20’ye diistiigii gozlenmistir. Benzer bir hidroliz derecesindeki
diisiis OPA yonteminde de goriilmiistiir. Ancak 0,5/0,5 pepsin/ proteinaz-K ve sadece
proteinaz-K uygulamalarinda elde edilen her iki hidroliz derecesi degerleri istatistiksel

olarak farkli bulunmamigtir.

Cizelge 4.4. Balik pulu jelatininin enzimatik hidrolizine ait enzim oranlar1 ve hidroliz

derecesi
Enzim karisim oranlari Sy .
Deneme (2/10 g jelatin) Hidroliz derecesi (%)
Pepsin Proteinaz-K Titrasyon ydntemi OPA yontemi
1 | - 13.85+0.202 5.65=0.022
2 0.75 0.25 10.00+0.10¢® 5.01+0,00°
3 0.5 0.5 7.88+0.32¢ 4.62+0,01¢
4 - 1 7.2920.20¢ 4.31£0,05¢

Aymi siitundaki a-c kiigiik harfleri, rnekler arasindaki istatistiksel farkliliklar: gosterir.

Genel olarak degerlendirildiginde, jelatin kaynagi ve kullanilan enzim tiirli enzimatik
hidroliz iizerinde belirleyici faktorler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Tiim jelatin kaynaklarinda

pepsin, proteinaz-K kiyasla daha yiiksek hidroliz derecelerinin elde edilmesini saglamistir.

Deneysel tasarim kapsaminda jelatin ornekleri once vurgulu elektrik alan (VEA)
islemine tabi tutulmus, daha sonra enzimatik hidroliz asamasinda sadece pepsin enzimi
kullanilmistir. VEA uygulamasinda en yiiksek hidroliz derecesini (hem titrasyon hem de
OPA yontemi) veren kosullar; frekans, 5 Hz, uygulama siiresi 3 saat olarak kullanilmistir.
Bu islemin akabinde yine en yiiksek hidroliz derecesine ulasilan enzim veya karisimlari
g0z Oniinde bulundurularak sadece pepsin enzimi kullanilmistir. Yapilan 6n denemelerin
sonucunda pepsin enzimi i¢in hidroliz kosullar1; g enzim /10 g 6rnek, uygulama siiresi 3

saat, pH: 2 ve sicaklik 37 °C olarak belirlenmistir. Farkli jelatin 6rnekleri iizerinde ve s6z
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konusu kosullarda art arda uygulama gerceklestirilmistir.

4.3. Jelatin Orneklerinin VEA Destekli Enzimatik Hidrolizi

Jelatin 6rneklerinde vurgulu elektrik alan (VEA) ve pepsin uygulamalarinin hidroliz
derecesi lizerindeki bireysel ve kombine etkileri, titrasyon ve OPA yontemleri ile belirlenmis
olup sonuclar Cizelge 4.5’de sunulmustur. Her iki analiz yontemine ait bulgular genel olarak
benzer egilimler gostermistir. Cizelgede farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) belirlenmistir. Elde edilen sonuclar,
VEA ve pepsin uygulamalarimin tek basina hidroliz derecesini artirdigini, ancak en belirgin

artigin bu iki igslemin ardisik olarak uygulandigi kosullarda ortaya ¢iktigim gostermektedir.

Cizelge 4.5. Jelatin 6rneklerinin VEA destekli enzimatik hidrolizine ait iglemler ve hidroliz

derecesi
. Hidroliz derecesi (%)
Deneme Islem ; . : - :
Titrasyon yontemi OPA yoéntemi
VEA 5.50£0.122 1.74+0.09=
Deri jelatini Pepsin 7.75+£0.25% 4.40+0.08
VEA + Pepsin 17.13+0.20¢ 6.24+0.19¢
VEA 4.06+0.232 1.1540.002
Kemik jelatini Pepsin 11.80+0.22% 5.37+0.04°
VEA + Pepsin 16.62+0.40¢ 5.98+0.16¢
VEA 5.87+0.102 1.95+0.01=
Pul jelatini Pepsin 13.85+0.20° 5.65£0.02°
VEA + Pepsin 21.4840.35¢ 6.82+0.06°

Aym sittundaki a-c kiigiik harfler1, her bir rnedin farkh kogullardaki istatistiksel farkliliklarim gosterir.

Deri jelatini Orneklerinde, titrasyon yontemine gore yalnizca VEA uygulamasi
%35,50+0,12, pepsin uygulamast %7,75+0,25 ve VEA+pepsin uygulamasi %17,13+0,20
hidroliz derecesi saglamigtir. OPA yonteminde ise ayn1 siralama korunmus olup degerler
sirastyla; %1,74+0,09, 4,40+0,08 ve 6,24+0,19 olarak belirlenmistir. Her iki yontemde de
tiim gruplar arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu ve en yiiksek hidroliz
derecesinin kombine uygulamada elde edildigi goriilmektedir. Bu durum, VEA’ nin jelatin
yapisinda olusturdugu konformasyonel degisimlerin pepsinin proteolitik etkinligini artirarak

sinerjik bir etki olusturdugunu gostermektedir.

Kemik jelatini icin de benzer bir egilim gozlenmistir. Titrasyon yontemine gore

yalnizca VEA uygulamasi %4,06+0,23, pepsin uygulamasi %11,80+0,22 ve VEA+pepsin
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uygulamasi %16,62+0,40 hidroliz derecesi saglamistir. OPA yonteminde ise bu degerler
sirastyla; %1,15+0,00, 5,37+0,04 ve 5,98+0,16 olarak belirlenmistir. Her iki yontemde
de gruplar arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) ve en yiiksek
degerin VEA destekli pepsin uygulamasinda elde edildigi goriilmektedir. Ozellikle daha
yogun ve stabil bir yapiya sahip olan kemik jelatininde, VEA 6n isleminin protein yapisini
kismen acarak enzim-substrat etkilesimini artirdig1 ve hidrolizi anlamli 6l¢iide kolaylastirdigi

anlagilmaktadir.

Pul jelatini 6rneklerinde ise her iki yonteme gore de en yiiksek hidroliz dereceleri elde
edilmigtir. Titrasyon yontemine gore VEA uygulamast %5,87+0,10, pepsin uygulamasi
%13,85+0,20 ve VEA+pepsin uygulamas1 %21,48+0,35 hidroliz derecesi saglamistir.
OPA yonteminde ise bu degerler sirasiyla; %1,95+0,01, 5,65+0,02 ve 6,82+0,06 olarak
belirlenmistir. Tiim gruplar arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05)
ve en yiiksek hidroliz derecesinin yine kombine uygulamada elde edildigi goriilmektedir.
Pul jelatininde gozlenen bu belirgin artis, VEA uygulamasimin protein yapisini daha fazla
gevseterek pepsinin etki alanin1 geniglettigini ve enzimatik hidrolizin etkinligini artirdigini

gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde hem titrasyon hem de OPA yontemlerinden elde
edilen sonuglar birbiriyle uyumlu olup, tiim jelatin tiirlerinde VEA ve pepsin uygulamalarinin
birlikte kullaniminin tekil uygulamalara kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
yiiksek hidroliz dereceleri sagladi81 belirlenmigtir. Bu bulgular, VEA uygulamasinin jelatin
yapisinda meydana getirdigi yapisal degisiklikler sayesinde enzim-substrat etkilesimini
artirarak enzimatik hidrolizi belirgin sekilde kolaylastirdiginmi ve siirecin etkinligini artiran

kritik bir 6n islem oldugunu agikca ortaya koymaktadir.

4.4. Hidrolizatlarin Antioksidan Aktivite Degerleri

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresi azaltabilen molekiil-
lerdir ve biyolojik sistemlerde hiicreleri oksidatif hasardan korurlar. Jelatin hidrolizatlar
gibi protein bazli peptitler, 6zellikle kisa zincirli peptitler, radikal siipiiriicii 6zellikle-
ri nedeniyle antioksidan kapasiteye katkida bulunmaktadir. Antioksidan testlerde elde

edilen ICsy degerleri, belirli bir radikali %350 etkili sekilde siipiirmek i¢in gerekli olan
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peptit konsantrasyonunu gosterir; daha diisiik ICsy degerleri daha yiiksek antioksidan
kapasiteyi ifade eder. Hidrolizatlarin antioksidan kapasiteleri, DPPH ve ABTS radikal
giderme aktiviteleri kullanilarak hesaplanmig ve sonuglar ICsy degerleri ile regresyon
katsayilar1 (R?) olarak sunulmustur (Cizelge 4.6). Tiim orneklerde yiiksek R? degerleri
(20.94), ol¢timlerin gilivenilirligini ve regresyon analizinin dogrulugunu gostermektedir.
Hidrolizatlar arasinda antioksidan aktivite acisindan istatistiksel olarak anlaml farklar
bulunmustur (P < 0,05). Deri jelatini hidrolizatlarinda, DPPH ve ABTS testleri pepsin ve
VEA uygulamalariin antioksidan kapasiteyi artirdigin1 gostermistir. Pepsin uygulamasinda
1Cs degerleri sirasiyla; %0,54+0,06 mg/mL ve 0,60+£0,03 mg/mL olarak 6lg¢iiliirken, VEA
uygulamasinda degerler %0,61+0,09 mg/mL ve %0,70+0,08 mg/mL olmustur. Buna kargin
VEA + pepsin kombinasyonu ile elde edilen hidrolizatlarda ICsy degerleri DPPH ve ABTS
testlerinde belirgin sekilde artmig (%1,86+0,10 mg/mL ve %1,10+0,12 mg/mL), dolayisiyla

antioksidan aktivitenin azaldig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.6. Hidrolizat o6rneklerinin antioksidan aktivite degerleri

Ornek Islem DPP.H ABTS
R? I1Cs0 (mg/ml.) R? ICs (mgme)

VEA 0.99 0.61+0.09b 0.99 0.71£0.08°
Deri jelatini Pepsin 0.99 0.5440.06" 0.98 0.60+0.03%
VEA + Pepsin 0.99 1.86+0.102 0.98 1.1020.122
VEA 0.99 4.67+£0.232 0.99 2.32+0.120
Kemik jelatini Pepsin 0.99 4.22+0.212 0.99 5.5120.14=
VEA + Pepsin 0.99 3.07+0.20° 0.99 5.53x0.21=
VEA 0.99 2.81+0.162 0.98 1.57+0.16°
Pul jelatini Pepsin 0.99 1.274+0.100 0.95 0.90£0.06¢
VEA + Pepsin 0.99 2.87£0.122 0.99 1.78%0.122

Aym stitundaki a-c kiigiik harfleri, her bir rnegin farkli kogullardaki istatistiksel farkliliklarni gbsterir.

Kemik jelatini hidrolizatlarinda ise DPPH testi, VEA + pepsin uygulamasinda
(%3,07+£0,20 mg/mL) en yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterirken, pepsin ve VEA
uygulamalari sirasiyla; %4,22+0,21 mg/mL ve 4,67+0,23 mg/mL ile daha diisiik aktivite
sergilemistir. ABTS testinde ise pepsin ve VEA + pepsin uygulamalar birbirine yakin
sonuglar vermistir (%35,51£0,14 mg/mL ve %35,53+0,21 mg/mL), VEA uygulamasi ise
daha diisiik antioksidan kapasite gostermistir (%2,32+0,12 mg/mL). Bu durum, kemik
jelatini hidrolizatlarinda kullanilan test yontemine bagh olarak farkli antioksidan yanitlar

olusabilecegini ortaya koymaktadir. Pul jelatini hidrolizatlar1 incelendiginde, pepsin
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uygulamasi hem DPPH (%]1,2740,10 mg/mL) hem ABTS (%0,90£0,06 mg/mL) testlerinde
en diisiik ICsy degerine sahip olup, en yiiksek antioksidan kapasiteyi gostermistir. VEA ve
VEA + pepsin uygulamalarinda ise ICs, de8erleri artmis, dolayisiyla antioksidan aktivite
azalmustir. Ozellikle VEA destekli pepsin uygulamalarinda antioksidan kapasitenin diismesi,
asirt hidroliz sonucu olusan kisa peptitlerin radikal siipiiriicti etkinliginin sinirlanmasi
ile aciklanabilir. Pepsin ile elde edilen hidrolizatlarin ¢ogu durumda daha diisiik 1Csq
degerleri gostererek daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi, VEA destekli pepsin
uygulamalarinin ise hidroliz derecesini artirmasina ragmen her jelatin kaynagi icin ayni
diizeyde olumlu etki olugturmadig1 gézlemlenmistir. Bu sonuglar, jelatin kaynagi, uygulanan
islem tiirii ve kullanilan antioksidan test yonteminin antioksidan aktiviteyi belirlemede kritik

rol oynadigini1 gostermektedir.

4.5. Hidrolizatlarin Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

VEA, pepsin ve bunlarin kombinasyonu ile muamele edilen kemik, pul ve deri 6rnek-
lerinin Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7 ve Listeria monocytogenes
iizerindeki antimikrobiyal etkileri disk difiizyon yontemi ile degerlendirilmistir (Cizelge
4.7). Tim hidrolizat 6rneklerinde Olciilen inhibisyon zon ¢aplarinin 6,12 — 6326 mm
aralifinda oldugu ve degerlerin disk capma oldukca yakin seyrettigi belirlenmistir. Bu
durum, orneklerin test edilen mikroorganizmalara karsi belirgin bir antimikrobiyal aktivite

gostermedigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.7. Hidrolizat 6rneklerinin antimikrobiyal aktivite degerleri

Inhibisyon zon capi (mm)
Ornek fslem Salmonella Escherichia coli Listeria
Typhimurium 0I157:H7 monocyfogenes
VEA 6.14+0.03b 6.14+0.02° 6.14+0.01°
Deri jelatini Pepsin 6.19+0.02b 6.17+0.01" 6.22+0.04°
VEA + Pepsin 6.26=0.01Y 6.12+0.01% 6.24+0.02b
VEA 6.12+0.02b 6.16+0.03" 6.13+0.03b
Kemik jelatini Pepsin 6.14=+0.020 6.18+0.01" 6.1420.01°
VEA + Pepsin 6.23=0.03b 6.13+0.02° 6.12+0.03b
VEA 6.13x0.020 6.13£0.02° 6.13x0.01°
Pul jelatini Pepsin 6.18+0.03¢b 6.14+0.02° 6.20+0.02b
VEA + Pepsin 6.12=0.01v 6.12+0.04" 6.17+0.02b
Kontrol 26.00+0.002 25.00+0.002 22.00+0.002
(Gentamisin)

Ay siitundaki a-c kiigiik harfleri, her bir 6rnegin farkli kogullardaki istatistiksel farkliliklarim gosterir.
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Buna karsilik, pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin, S. Typhimurium, E.
coli O157:H7 ve L. monocytogenes igin sirastyla 26,00 mm, 25,00 mm ve 22,00 mm
inhibisyon zonlar1 olugturarak gii¢lii bir antimikrobiyal etki sergilemistir. Negatif kontrol
olarak kullanilan steril suda ise herhangi bir inhibisyon zonu godzlenmemistir. Farkli
jelatinlerden elde edilen hidrolizatlarin antimikrobiyal etkilerinin tespiti i¢cin kullanilan
disk difiizyon yonteminde, inhibisyon zon ¢apinin disk ¢apindan anlamli derecede biiyiik
olmasi beklenmektedir. Bu calismada VEA, pepsin ve VEA+pepsin uygulanan tiim hidrolizat
orneklerinde inhibisyon zonlarinin yaklagik 6 mm kalmasi, s6z konusu hidrolizatlarin S.
Typhimurium, E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes iizerinde agar difiizyon testine gore
etkili olmadigim1 gostermektedir. Bu durum, test edilen materyallerin bakteriyel biiyiimeyi
inhibe edecek diizeyde aktif bilesen icermedigini ya da bu bilesenlerin agar ortamina yeterli

diizeyde difiize olamadigin1 gostermektedir.

4.6. Hidrolizatlarin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

VEA, pepsin ve VEA+pepsin uygulamalariyla elde edilen jelatin hidrolizatlarinin su
tutma kapasitesi (STK), yag baglama kapasitesi (YBK) ve viskozite degerleri Cizelge 4.8’de
sunulmustur. Elde edilen bulgular hem uygulanan iglem tiiriiniin hem de jelatin kaynaginin
fonksiyonel 6zellikler iizerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklara (p<0.05) neden
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica sonuglar, hidroliz derecesi ile fonksiyonel 6zellikler
arasinda dogrusal bir iligki bulunmadigini, aksine islem siddetine bagli olarak degisen

kompleks bir etkilesim s6z konusu oldugunu gostermektedir.
Cizelge 4.8. Jelatin hidrolizatlarina ait fizikokimyasal sonuclar

Deneme Islem Su tutma Yag baglama Viskozite
kapasitesi Kapasitesi (cP)
(g su/g hidrolizat) (g vag/g hidrolizat)

VEA 0.92+0.06= 1.00£0.02= 1.02+0.022

Deri jelatini Pepsin 0.79+0.20t 1.01+0.122 0.90+0.01¢®
VEA + Pepsin 0.83=0.00¢ 0.80+0.000 0.81+£0.01°

Kemik VEA 0.96=0102 U.GS:I:U.O{‘: 1.73£0.08a
jelatini Pepsin . 0.95+0.13= 1.162£0.05=2 1.21+0.02¢
VEA + Pepsin 0.94+0.302= 1.08+0.03b 0.94+0.05¢

VEA 0.90+0.12a 0.92+0.02v 1.57£0.09=

Pul jelatini Pepsin 0.85%0.032b 0.95=0.022 0.91+0.02b
VEA + Pepsin 0.77+0.08 1.03+0.06= 0.81£0.01¢

Aym sittundaki a-c kiigiik harfler1, her bir 6rnegin farkli kogullardaki 1statistiksel farkliliklarini gdsterir.
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Deri jelatini 6rneklerinde, VEA+pepsin uygulamasi en yiiksek hidroliz derecesini
saglamasina ragmen, STK (0,83%£0,00) ve viskozite (0,81+0,01 cP) degerlerinde aym
gruptaki diger uygulamalara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p<0.05) meydana
gelmistir. Buna kargilik yalnizca VEA uygulanan 6rneklerde STK (0,92+0,06) ve viskozite
(1,02+0,02 cP) degerlerinin daha yiiksek oldugu ve bu farkin anlamli oldugu belirlenmistir.
Bu durum, ileri diizey hidrolizin protein zincirlerini asir1 derecede pargalayarak su tutma
kapasitesi ve viskoziteyi olumsuz etkiledigini gostermektedir. Ayn1 zamanda hidrolizin suyu
baglayan protein yapilarini azalttig1 ve dolayisyla hidrolizatlarin daha az viskoz yapilar
sergiledigi anlagilmaktadir. YBK ac¢isindan degerlendirildiginde ise pepsin uygulamasinin
(1.01£0.12) diger islemlere gore daha yiiksek degerler sagladigi ve bu farkliligin istatistiksel

olarak anlamli oldugu goriilmektedir.

Kemik jelatini hidrolizatlarinda, VEA+pepsin uygulamasi hidroliz derecesini artir-
masina ragmen STK degerlerinde 6nemli bir degisim olusturmazken (p>0.05), viskozite
degerlerinde anlaml bir diisiis (p<0.05) meydana getirmistir. Pepsin uygulamasi, YBK
acisindan en yiiksek degerin (1,16+0,05) elde edilmesini saglamis ve bu deger diger
uygulamalardan istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0.05). Bu sonuglar, kemik
jelatininde orta diizey hidrolizin hidrofobik etkilesimleri artirarak yag baglama kapasitesini

iyilestirdigini gostermektedir.

Pul jelatini 6rneklerinde ise VEA+pepsin uygulamasi, en yiiksek hidroliz derecesine
paralel olarak STK (0,77+0,08) ve viskozite (0,81+0,01 cP) degerlerinde istatistiksel olarak
anlaml1 azalmaya (p<0.05) yol agcmistir. Buna karsin YBK degerinin (1,03+£0,06) artig
gostermesi, kisa zincirli peptitlerin hidrofobik bolgelerinin yag ile etkilesimini artirdigini
diislindiirmektedir. Pepsin uygulamast ise tiim parametreler ag¢isindan daha dengeli bir profil
sergilemis olup, degerler arasindaki farklarin kismen sinirh ve bazi durumlarda istatistiksel

olarak onemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05).

Yiiksek hidroliz derecesinin (6zellikle VEA+pepsin uygulamasi) viskozite ve su
tutma kapasitesini diisiirdiigli, buna karsilik yag baglama kapasitesi iizerinde olumlu etkiler
olusturabildigi ve bu etkilerin jelatin kaynagina bagli olarak degistigi istatistiksel olarak

ortaya konmustur.
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4.7. Hidrolizatlarm UV Goriiniir Bolge Spektrumlar:

Jelatin hidrolizatlarinin UV — Vis absorbsiyon spektrumlari incelendiginde, en yiiksek
absorbsiyon degerlerinin vurgulu elektrik alan (VEA) uygulanan 6rneklerde elde edildigi
goriilmiistiir. Tiim hidrolizatlarda 200 — 230 nm araliginda belirgin absorbsiyon bantlari
gozlenmis olup, bu bolge peptit baglar1 ve diisiik molekiil agirlikli peptitlerin varligi ile
iligkilendirilmektedir. VEA uygulamasinda bu bantlarin daha yiiksek yogunluk gostermesi,
elektrik alan etkisiyle jelatin yapisinda meydana gelen fiziksel ve konformasyonel degisim-

lerin peptit baglarinin daha erisilebilir hale gelmesine katki sagladigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.1. Hidrolizatlarin UV goriiniir bolge spektrumlar:

VEA uygulanan hidrolizatlarda ayrica 260 — 280 nm dalga boyu araliinda da
absorbsiyon artis1 tespit edilmistir. Bu bolgedeki absorbsiyon, aromatik amino asitlerin
(tirozin, triptofan ve fenilalanin) varligina atfedilmekte olup, VEA isleminin jelatin

zincirlerinde aromatik yan gruplarin aciga ¢ikmasini veya ortamla etkilesimini artirmig
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olabilecegini gostermektedir. Bu bulgu, daha once belirlenen hidroliz derecesi sonuclariyla
birlikte degerlendirildiginde, VEA’ nin enzimatik hidrolize kiyasla daha sinirh bir hidroliz
saglamasina ragmen yapisal yeniden diizenlenmeyi etkin bi¢imde tetikledigini ortaya

koymaktadir.

Antioksidan aktivite sonuclari ile UV — Vis spektrumlari birlikte degerlendirildiginde,
VEA uygulamasinda gozlenen yiiksek absorbsiyon degerlerinin her zaman daha yiiksek
antioksidan aktivite ile ortiismedigi dikkat cekmektedir. Bu durum, absorbsiyon artiginin
yalnizca peptit miktar ile degil, aym1 zamanda peptitlerin amino asit kompozisyonu ve
dizilimi ile de iliskili oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, fonksiyonel 6zelliklerde
(su tutma kapasitesi ve viskozite) VEA uygulamasinin daha yiiksek degerler sergilemesi,
bu yapisal degisimlerin jelatin ag yapisinin kismen korunmasma olanak tanmidigini
aciklamaktadr.

4.8. Hidrolizatlarin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Sonuclar:

FTIR analizine ait dalga boyu degerleri, jelatin ve jelatin hidrolizatlarinin yapisal 6zel-
liklerinde meydana gelen degisimleri ortaya koymakta olup, 6zellikle Amid bantlarindaki

kaymalar protein yapisindaki baglanma diizeni ve degisimler hakkinda bilgi saglamaktadir.

Deri jelatini ve hidrolizatlarina ait FTIR sonuglari incelendiginde, Amid A bandinin
(3280 — 3307 cm ') N-H gerilme titresimleri ile iliskili oldugu ve hidrojen baglarinin
gostergesidir. Saf deri jelatininde 3280 cm ! olarak belirlenen bu bant, VEA ve pepsin
uygulamalarinda sinirli degisim gosterirken, VEA+pepsin uygulamasinda 3307 cm ’ye
kayarak daha zayif hidrojen baglanmasina isaret eden bir artig gostermistir. Amid B band1
(2850 cm 1), CH, gerilme titresimleri ile iligkili olup tiim uygulamalarda benzer kalmais, bu
durum alifatik zincir yapisinin biiyiik 6l¢iide korundugunu gostermektedir. Amid I bandi
(1743 cm 1), C=0 gerilme titresimleri ile protein sekonder yapisini yansitirken 6nemli bir
degisim gostermemistir. Buna karsilik Amid II bandinda (1632 — 1640 cm !) gozlenen
kiiciik kaymalar, 6zellikle hidrolizatlarda protein zincirlerinde kismi ac¢ilma ve sekonder
yapt degisimlerini isaret etmektedir. Amid III bandindaki (1234 — 1239 cm !) sinirh artiglar
ise C-N gerilmesi ve N-H biikiilmeleri ile iligkili olup, hidroliz sonras: olusan yapilari

desteklemektedir.
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Sekil 4.2. Deri jelatini ve hidrolizatlarina ait FTIR sonuclari

Kemik jelatini 6rneklerinde Amid A bandinin saf 6rnekte 3292 cm ’den hidrolizatlar-

da 3305 — 3307 cm ! araligina kaymast, hidrojen baglarinin zayifladigin1 ve protein yapisinin

daha gevsek hale geldigini gostermektedir. Amid B bandinda saf 6érnekte daha yiiksek bir

deger (2925 cm !) gozlenirken, hidrolizatlarda 2854 cm ! seviyesine diismesi, hidroliz ile

birlikte alifatik zincir cevresinde baglarda degisiklikler meydana geldigini gostermektedir.

Amid I bandinin saf 6rnekte 1631 cm ! iken hidrolizatlarda 1743 cm ye kaymasi, C=0

gerilme titresimlerinde belirgin bir degisim oldugunu ve sekonder yapinin 6nemli dlciide
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etkilendigini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde Amid II bandindaki artis (1529°dan ~1638
— 1639 cm Vye) protein omurgasinda yeniden diizenlenmeye isaret etmektedir. Amid III
bandindaki kiigiik artiglar ise hidroliz sonrasi peptit zincirlerinde kismi yeniden yapilanmay1

desteklemektedir.
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Amid A 3292 3305 3307 3307
Amid B 2925 2854 2854 2854
Amid 1 1631 1743 1743 1743
Amid I1 1529 1639 1639 1638
Amid I11 1234 1234 1236 1238

Sekil 4.3. Kemik jelatini ve hidrolizatlarina ait FTIR sonuglari

Pul jelatini orneklerinde Amid A bandinin saf ornekte 3289 cm “den VEA ve
VEA+pepsin uygulamalarinda 3305 — 3307 cm ’ye kaymasi, kemik jelatinine benzer sekilde

hidrojen baglarinin zayifladigini ve yapinin daha agik hale geldigini gostermektedir. Pepsin

33



BULGULAR

MEHMET TEMEL

uygulamasinda ise daha diisiik bir deger (3275 cm 1) elde edilmesi, enzimatik hidrolizin
farkl1 bir baglanma diizeni olusturdugunu gostermektedir. Amid B bandi tiim hidrolizatlarda
sabit kalarak yapisal biitiinliiglin kismen korundugunu gostermistir. Amid I bandinin saf

ornekte 1631 cm ’den hidrolizatlarda 1745 cm Vye yiikselmesi, sekonder yapidaki belirgin

degisimlerin gostergesidir.
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Sekil 4.4. Pul jelatini ve hidrolizatlarina ait FTIR sonuclar

Amid Il bandindaki artiglar (1529°dan 1639 — 1649 cm ’ye) ve Amid I1I bandinin sabit

kalmasi veya ¢ok siirli degismesi, hidroliz sonrasi 6zellikle omurga titresimlerinde degisim
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oldugunu ancak bazi lokal yapilarin korundugunu ortaya koymaktadir. FTIR sonuclar
genel olarak degerlendirildiginde, saf jelatin orneklerinde belirgin olan Amid I (1600 —
1700 cm 1), Amid II (1500 — 1600 cm 1) ve Amid IIT (1200 — 1300 cm 1) bantlarinin
protein yapisina 6zgii diizenli sekonder yapiy1 yansittig1 goriiliirken, uygulamalar sonrasi
elde edilen jelatin hidrolizatlarinda bu bantlarda siddet azalmasi ve kismi kaymalar dikkat
cekmektedir. Pepsin uygulanan orneklerde peptit baglarinin enzimatik olarak par¢alanmasina
bagli olarak 6zellikle Amid I ve II bolgelerinde zayiflama gézlenmis, bu durum protein
yapisinin daha kiiciik peptitlere ayrildigini gostermistir. VEA uygulamasinda ise elektrik
alan etkisiyle hidrojen baglar1 ve zayif etkilesimlerin bozulmasina bagl olarak bantlarda
sinirlt degisimler meydana gelmis, yapinin kismen agildigir anlasilmistir. VEA+pepsin
kombinasyonunda ise bu etkilerin daha belirgin hale geldigi hem yapisal gevsemenin hem de
enzimatik hidrolizin birlikte etkisiyle Amid bantlarinda daha fazla azalma ve kayma olustugu
goriilmektedir. Bu durum, VEA uygulamasinin enzimin substrata erisimini kolaylagtirarak
hidrolizi artirdigin1 ve sonugta daha diisiik molekiil agirlikli, yapisal olarak daha da diizensiz

jelatin hidrolizatlarinin olustugunu gostermektedir.
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5. TARTISMA

5.1. Jelatin Orneklerinin VEA ile Hidrolizi

Bu caligmada, farkli jelatin kaynaklarina (deri, kemik ve pul) uygulanan vurgulu
elektrik alan (VEA) isleminin hidroliz derecesi iizerine etkisi incelenmis ve frekans artisina
bagli olarak tiim orneklerde hidroliz derecesinin istatistiksel olarak anlaml sekilde arttig1
belirlenmistir (p<0.05). Ozellikle 1 Hz’den 5 Hz’e ¢ikildiginda hem titrasyon hem de
OPA yontemine gore tiim Orneklerde diizenli bir artis egilimi gozlenmistir. Bu durum,
VEA uygulamasinin protein molekiillerinde yapisal esneklik saglayarak peptid baglarmin
kirilmasim kolaylastirdigin1 gostermektedir. Benzer sekilde, Herrera Lavados vd. (2025)
deri jelatini lizerinde yaptig1 caligmada yiiksek voltajli elektrik alan uygulamasinin hidroliz
verimliligini artirdigini rapor etmistir. Ayrica, Marin-Sanchez vd. (2024) VEA’nin molekiiler
zincirlerde kismi acgilmaya yol agarak enzimatik hidrolizi kolaylastirdigini belirtmistir.
Frekans artigi ile artan hidroliz trendi, VEA uygulamasinin frekans ve siddet parametrelerinin

hidroliz etkinligini artiric1 roliinii desteklemektedir (Bhat vd., 2019).

Tiim jelatin 6rneklerinde hidroliz derecesinin frekans artigiyla birlikte hem titrasyon
yontemine gore hem de OPA yontemine gore yiikselmesi, VEA uygulamasinin protein
yapisinda olusturdugu degisikliklerin enzim-substrat etkilesimini artirdigin1 géstermektedir.
Elektrik alan etkisiyle protein zincirlerinde meydana gelen kismi acilmalar, pepsin gibi
proteolitik enzimlerin baglanma bolgelerine erisimini kolaylagtirmaktadir. Bu durum,
VEA uygulamalarinin protein sindirilebilirligini ve hidroliz kinetigini artirdigin1 bildiren
caligmalarla paralellik gostermektedir (Bhat vd., 2019). Ayrica, fiziksel On iglemlerin protein
yapisini gevseterek enzimatik reaksiyonlari hizlandirdig: da rapor edilmistir (Sampaio vd.,

2022).

Kemik jelatini 6rneklerinde tiim frekanslarda daha diisiik hidroliz dereceleri elde
edilmesi kemik kolajeninin daha yiiksek ¢apraz bag yogunluguna ve daha kompakt bir yapiya
sahip olmasiyla aciklanabilir. Protein yapisinin daha diizenli ve stabil olmasi durumunda
enzimatik hidrolizin daha sinirli gerceklestigi belirtilmektedir (Bhat vd., 2019). Pul jelatini
orneklerinde ise en yliksek hidroliz derecesine ulagilmistir (titrasyon: %5,87; OPA: %1,95).

Bu durum, balik kaynakli kolajenin daha diisiik capraz bag icerigine sahip olmasi ve daha
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gevsek bir yapida oldugunu gostermektedir. Deniz yan iiriinlerden elde edilen proteinlerin
daha kolay hidrolize oldugu ve biyolojik aktivitesi yiiksek peptitlerin liretiminde avantaj
sagladig1 rapor edilmistir (Sila & Bougatef, 2016). Ayrica, somon yan iiriinlerinden elde
edilen proteinlere uygulanan VEA isleminin hidroliz derecesini artirdig1 ve biyolojik
aktiviteyi gelistirdigi bildirilmistir (Herrera-Lavados vd., 2025).

5.2. Jelatin Orneklerinin Enzimatik Hidrolizi

Enzimatik hidroliz sonuclari, jelatin kaynagi ve enzim kompozisyonunun hidroliz
derecesi iizerinde belirleyici oldugunu gostermektedir. Olgiim yontemleri acisindan tiim
orneklerde titrasyon yontemi OPA yontemine gore daha yliksek hidroliz derecesi vermistir.
Bu fark, titrasyon yonteminin toplam protein parcalanmasini daha genel bir yaklasimla
degerlendirmesine kargin OPA yonteminin yalnizca serbest amino gruplarimi 6l¢gmesinden
kaynaklanmaktadir. Benzer sekilde farkli hidrolizat sistemlerinde de OPA yonteminin daha
diisiik ancak daha spesifik sonuglar verdigi, titrasyon yonteminin ise daha genis kapsaml

hidroliz egilimini yansittig1 bildirilmistir (Aleman vd., 2011; Tkaczewska vd., 2020).

Calismada elde edilen bulgular, 6zellikle enzim tiirii ve oraninin hidroliz verimini
onemli Ol¢iide degistirdigini bildirilmektedir. Nitekim farkli substratlar iizerinde yapilan
calismalarda, enzim tipi ve kombinasyonunun hidroliz derecesini dogrudan etkiledigi ve
her enzim sisteminin farkli kesim spesifikligi gosterdigi rapor edilmistir. Feng vd. (2024),
balik pulundan elde edilen jelatin lizerinde pepsin, alkalaz ve papain gibi farkli proteazlar
karsilagtirmig ve ozellikle alkalazin daha yiiksek hidroliz sagladig1, pepsinin ise daha sinirlt
fakat daha kontrollii par¢alanma olusturdugu rapor edilmistir (Fawale vd., 2023; Feng vd.,
2024). Benzer sekilde farkli kaynaklardan elde edilen jelatinlerde yapilan ¢calismalar, hidroliz

veriminin hem enzim tiiriine hem de substrat yapisina bagli olarak degistigi vurgulanmistir

(Zhang vd., 2019; Yang vd., 2019).

Bu calismada tiim 6rneklerde yalnizca pepsin kullanilan sistemlerde en yiiksek hidroliz
dereceleri elde edilmistir. Tavuk kemigi jelatininde 1:0 pepsin oraninda 911,80 (titrasyon)
ve %35,37 (OPA), balik pulu jelatininde %13,85 ve %35,65, tavuk derisi jelatininde ise %7,75
ve %4,51 degerleri ol¢iilmiistiir. Bu bulgular, pepsinin jelatinin 6zellikle aromatik amino

asitler iceren bolgelerinde yiiksek hidrolitik aktivite gosterdigini ve enzimatik hidrolizde
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onemli bir rol oynadigini gostermektedir.Pepsin orani azaldik¢a ve Proteinaz-K sisteme dahil
edildikce tiim orneklerde hidroliz derecesi diizenli olarak diismiistiir. Mohammad vd. (2015),
tilapia pullarindan jelatin liretiminde enzimatik hidroliz optimizasyonu yapmis ve enzim
konsantrasyonu arttik¢a hidroliz derecesinin yiikseldigini, ancak belirli bir noktadan sonra
artigin smirli kaldigim bildirmistir. Ozellikle pepsin oram azaldik¢a hidroliz degerinin
diismesi ve enzim/substrat oraninin kritik bir parametre oldugunu vurgulanmistir. Bu
durum, pepsinin kolajen kokenli proteinlerde daha hedeflenmis kesim bolgelerinde etkili
olmasiyla aciklanabilirken, Proteinaz-K’nin daha genis substrat spektrumuna ragmen jelatin
yapisinda daha diisiik verimli hidroliz olusturmasiyla iligkilendirilebilir. Benzer sekilde
enzim tiirliniin hidroliz verimi iizerindeki etkisi farkli substratlarda da dogrulanmis ve
enzim seciminin hidroliz profilini belirgin sekilde degistirdigi gosterilmistir (Fawale vd.,
2023; Tabarestani vd., 2024). Ancak, baz1 ¢aligmalarda enzim karigimlarinin sinerjik etki
gosterdigini bildirmigken, proteinaz-K’nin genis spektrumlu ancak daha diisiik etkinlikteki

hidrolitik yapisin1 ve pepsin ile kombinasyonunun sinerjik etki yaratmadig1 anlagilmustir.

Ayrica enzimatik hidrolizin etkinliginin artirilmasi i¢in bircok ¢aligmada hidrotermal,
asidik ve/veya alkali muamele vb. gibi 6n islemler uygulanmaktadir. Zhang vd. (2019),
balik pullarmin hidrotermal On islem sonrasi pepsin ve alkalaz ile hidrolizi lizerine
yaptiklari1 calismada, 6n islem uygulanmis orneklerde enzimatik parcalanmanin belirgin
sekilde arttigini ve 6zellikle balik pullarinin kolajen yapisinin ag¢ilmasiyla enzim erisiminin
kolaylastigin1 gostermistir.

5.3. Jelatin Orneklerinin VEA Destekli Enzimatik Hidrolizi

Farkli jelatin kaynaklarina (deri, kemik ve pul) uygulanan vurgulu elektrik alan (VEA)
ve enzimatik hidroliz islemlerinin hidroliz derecesi (HD) iizerindeki etkileri incelenmig ve
hem iglem tiirii hem de jelatin kaynagina bagli olarak anlamli farkliliklar ortaya konmustur.
Elde edilen bulgular, tiim 6rnek gruplarinda VEA+pepsin kombinasyonunun en yiiksek
hidroliz derecesini sagladigini acik¢a gostermektedir. Bu durum, VEA uygulamasinin protein
yapisini modifiye ederek enzimatik hidrolizi destekleyen bir 6n islem olarak iglev gordiigiinii

ortaya koymaktadir.

VEA uygulamasinin tek basma sinmirlh diizeyde hidroliz saglamasi (6rnegin deri
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jelatininde titrasyon yontemi ile %5,50; kemik jelatininde %4,06) beklenen bir durumdur.
Ciinkli VEA, dogrudan peptit baglarim1 pargalamaktan ziyade proteinlerin sekonder ve
tersiyer yapilarinda degisikliklere yol agarak yapisal acilma saglamaktadir. Sonug olarak
Zhu vd. (2025), VEA uygulamasinin protein zincirlerinde yeniden diizenlenmeye ve yapisal
gevsemeye neden oldugunu, ancak tek basgina ileri diizey hidroliz olusturmadigini bildirmistir.
Bu nedenle, ¢calismamizda VEA uygulamasinin diisiik HD degerleri ile sinirli kalmast,

yontemin dogrudan hidrolitik degil, yardimci (6n islem) niteligini desteklemektedir.

Pepsin enziminin tek bagina uygulamasinda hidroliz 6nemli dl¢lide artmis, VEA 6n
islemi ile pepsin uygulamasinin sinerjik etkisi sonucu hidroliz derecesinde meydana gelen
belirgin artistir. Ornegin pul jelatininde HD degerinin titrasyon yontemine gore %13,85’ten
%21,48’e yiikselmesi, yalnizca enzimatik etkinin degil, ayn1 zamanda substrat yapisindaki
degisimin de siirece onemli katki sagladigin1 gostermektedir. Herrera-Lavados vd. (2025)
tarafindan da VEA uygulamasinin enzimatik hidrolizi artirdig1 ve daha yiiksek biyolojik
aktiviteye sahip peptitlerin elde edilmesini sagladigi rapor edilmistir. Benzer sekilde Akaberi
vd. (2019), VEA 6n isleminin protein yapisini gevseterek enzimlerin substrata erisimini
artirdigini ve reaksiyon hizim yiikselttigini belirtmistir. Bu baglamda, calismada elde
edilen veriler dogrultusunda VEA + pepsin uygulamasinda gozlenen yiiksek HD degerleri,

enzim-substrat etkilesiminin artmasi ve erigilebilir bag sayisinin ¢cogalmasi ile agiklanabilir.

Calismada elde edilen bulgularda jelatin kaynaklari arasinda oldukca yiiksek
farkliliklar gozlemlenmistir. Tiim iglem gruplarinda pul jelatini en yliksek hidroliz derecesine
ulagirken, kemik jelatini gorece daha diisiik degerler gostermistir. Bu durum, ham materyalin
yapisal ozellikleri ile iligkilidir. Sharifi vd. (2025) VEA uygulamasi kolajenin ii¢lii sarmal
yapisini kismen bozarak hidrolize duyarlilig1 artirdigini, ancak bu etkinin derecesi baglangi¢
materyalinin yapisina bagl olarak degistigini rapor etmistir.

5.4. Hidrolizatlarim Antioksidan ve Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

Deri, kemik ve pul ile uygulanan iglemler sonucunda (VEA, pepsin ve VEA+pepsin)
antioksidan aktivite ilizerindeki etkisi DPPH ve ABTS radikal giderme yOntemleri ile
degerlendirilmistir. DPPH ve ABTS sonuclarina gore, diisiik ICsy degerleri daha yiiksek

antioksidan aktiviteyi ifade etmektedir.
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Deri jelatininden elde edilen hidrolizatlarin genel olarak daha yiiksek antioksidan
kapasite sergiledigi belirlenmistir. Deri jelatini 6rneklerinde, en diisiik ICsy degerlerinin
pepsin uygulamasinda elde edildigi (DPPH: 0,54 mg/mL; ABTS: 0,60 mg/mL) ve dolayisiyla
en yiiksek antioksidan aktivitenin bu grupta oldugu belirlenmistir. Enzimatik hidroliz sonucu
proteinlerin daha kiiclik molekiil agirlikli peptitlere par¢alanmasi, serbest amino gruplarinin
aciga cikmasi ve 6zellikle hidrofobik amino asitlerin radikal siipiiriicii aktiviteye katki
saglamasi bu durumu agiklamaktadir. Benzer gekilde, Liu vd. (2020) jelatin hidrolizatlarinda
hidroliz derecesinin artmasiyla DPPH ve ABTS aktivitelerinin yiikseldigini bildirmistir.
Ayrica, Xie vd. (2021) si8ir kolajen peptitlerinde diisiik molekiil agirlikli fraksiyonlarin
daha yiiksek radikal giderme kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Buna karsilik, deri
jelatininde VEA + pepsin kombinasyonunun daha yiiksek ICsy degerleri gostermesi (DPPH:
1,86 mg/mL; ABTS: 1,10 mg/mL), bu islemin beklenen sinerjik etkiyi olusturmadigini
gostermektedir. Bu durum, agir1 hidroliz sonucu biyolojik olarak aktif peptit dizilerinin
parcalanmasi veya optimum peptit uzunlugunun kaybolmasi ile a¢iklanabilir. Benzer sekilde,
Panjaitan vd. (2024) peptitlerin antioksidan aktivitesinin yalnizca hidroliz derecesine degil,

ayn1 zamanda amino asit dizilimi ve yapisal 6zelliklerine bagli oldugunu vurgulamaktadir.

Kemik jelatini orneklerinde genel olarak daha yiiksek I1Cs, degerleri elde edilmis
olup bu durum daha diisiik antioksidan aktiviteye isaret etmektedir. Bununla birlikte, VEA
+ pepsin uygulamasinin DPPH degerini diisiirerek (3,07 mg/mL) goreceli bir iyilesme
sagladig1 goriilmektedir. Pul jelatini sonuclar1 degerlendirildiginde, pepsin uygulamasinin
en diisiik ICsy degerlerini verdigi (DPPH: 1,27 mg/mL; ABTS: 0,90 mg/mL) ve yiiksek
antioksidan aktiviteyi sagladig1 belirlenmistir. Bu bulgular, Hernandez-Ruiz vd. (2023) ve
Gonzélez-Serrano vd. (2022) tarafindan rapor edilen, balik kaynakli kolajen hidrolizatlarinin

giiclii antioksidan aktivite gostermesi ile paralellik gostermektedir.

Calismada deri, kemik ve pul jelatinlerinden elde edilen ve 30 kDa alt1 mole-
kiil agirligina sahip hidrolizatlarin antimikrobiyal aktiviteleri Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli O157:H7 ve Listeria monocytogenes iizerine inhibisyon zon caplari
ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclara gore tiim orneklerde inhibisyon zonlarinin

yaklagik 6.12-6.26 mm araliginda oldugu ve bu degerlerin Gentamisin kontroliine kiyasla
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oldukga diisiik kaldig1 belirlenmigtir. Bu bulgular, elde edilen hidrolizatlarin incelenen
mikroorganizmalar iizerinde sinirh antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.
Mevcut calismalar diisiik molekiil agirlikli peptitlerin (6zellikle <10 kDa) antimikrobiyal
aktivite acisindan daha etkili oldugu siklikla vurgulanmaktadir (Nikoo vd. 2023). Bu
calismada kullanilan fraksiyonlarin 30 kDa alti olmasi, teorik olarak biyolojik aktivite
acisindan avantajli bir durum olarak degerlendirilse de elde edilen sonuglar bu molekiil
agirligr araliginin antimikrobiyal aktivite icin tek basina yeterli olmadigim gostermektedir.
Benzer gekilde, Lima vd. (2015) ve Vidal vd. (2022) kolajen hidrolizatlarinin antimikrobiyal
etkisinin yalnizca molekiil agirligina degil, ayn1 zamanda peptitlerin amino asit dizilimi,
yiik dagilimi ve hidrofobik karakterine bagh oldugunu bildirmistir.

5.5. Hidrolizatlarin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Hidrolizatlarin fonksiyonel 6zelliklerinden su tutma kapasitesi incelendiginde (STK),
deri ve pul jelatininde en yiiksek degerlerin VEA uygulamasinda elde edildigi, enzimatik
hidroliz ve 6zellikle kombine (VEA + pepsin) islemin STK degerlerinde azalmaya yol
actig1 goriilmiistiir. Buna karsilik kemik jelatininde iglemler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmemistir. Bu durum, hidroliz islemi sirasinda protein yapisinin
parcalanmasina bagl olarak suyu tutan ii¢ boyutlu ag yapisinin bozulmasiyla aciklanabilir.
Tang vd. (2022) kolajenin hidrolizi sonucu yapisal biitiinliigiin kayboldugunu ve bunun
su tutma gibi fonksiyonel 6zelliklerde azalmaya neden olabilecegini bildirmistir. Bununla
birlikte, 6n islem uygulamalarinin protein yapisi iizerindeki etkisi de bu degisimde onemli
rol oynamaktadir. Ultrases gibi yardimci islemlerin protein yapisim gevseterek daha agik
bir yap1 olusturdugu, ancak ileri hidroliz ile uygulandiginda yapisal biitiinliigiin daha fazla
bozulmasina neden olabilecegi rapor edilmistir (Lee vd. 2022; Hu vd. 2023). Yag§ baglama
kapasitesi (YBK) sonuglar ise daha kompleks bir egilim gostermistir. Deri jelatininde
kombine igslem YBK degerini diisiiriirken, kemik ve pul jelatininde 6zellikle pepsin ve
VEA + pepsin uygulamalar ile daha yiiksek YBK degerleri elde edilmistir. Bu farklilik,
hidroliz sirasinda agiga ¢ikan hidrofobik amino asitlerin miktar1 ve dagilimina baglh olarak

aciklanabilir (Tawalbeh vd. 2025).

Viskozite parametresi tiim 6rneklerde benzer bir egilim gostermis olup, en yliksek
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degerler VEA uygulamasinda, en diisiik degerler ise VEA + pepsin kombinasyonunda elde
edilmistir. Bu durum, proteolitik ve fiziksel islemlerin sinerjik etkisiyle polipeptit zincir
uzunlugunun azalmasi ve molekiiler agirlik dagiliminin daha diisiik fraksiyonlara kaymasi
ile iligkilidir. Literatiirde diisiik molekiil agirlikli peptitlerin daha diisiik viskozite sergiledigi
ve hidroliz derecesinin artmasiyla viskozitenin sistematik olarak azaldig1 rapor edilmistir
(Tang vd. 2022; Cui vd. 2024). Ayrica, kii¢iik molekiil agirlikli peptitlerin artan ¢oziiniirliigi,
yiizey aktivitesi ve difiizyon kapasitesi, fonksiyonel 6zelliklerde gozlenen degisimlerin temel
mekanizmasin olusturdugu vurgulanmistir (Gonzélez-Serrano vd. 2022).

5.6. Hidrolizatlarin UV Goriiniir Bolge Spektrumlari ve Fourier Doniisiimlii Kizilotesi

Spektroskopisi (FTIR)

UV-Vis absorbsiyon spektrumlarinda gozlenen degisimler, hidroliz ve VEA uy-
gulamalariin jelatin yapisinda hem konformasyonel hem de molekiiler diizeyde onemli
degisikliklere yol actigin1 gostermektedir (Hernandez-Ruiz vd., 2023; Hou & Chen, 2023;
Bi vd., 2025). Protein hidrolizatlarinin 200 — 230 nm araliinda gosterdigi artan absorbsiyon,
temel olarak peptit baglarinin t—7t* elektronik gecislerinden kaynaklanmakta olup, bu
durum protein omurgasinin par¢alanmasi ve daha kiiciik peptit fraksiyonlarinin olusumu
ile iligkilidir (Hernédndez-Ruiz vd., 2023). Nitekim balik derisi ve kemik kokenli kolajen-
lerin yapisal olarak ¢oziinmesiyle bu bolgede UV sinyalinin belirgin sekilde giiclendigi
bildirilmistir (Hou & Chen, 2023; Zhang vd., 2023; Bi vd., 2025).

260 - 280 nm bolgesinde gdzlenen absorbsiyon artigi ise baglica aromatik amino asitler
olan tirozin, triptofan ve fenilalanin kalintilarinin aciga ¢ikmasi ve bu gruplarin cevresel
maruziyetinin artmasi ile iligkilendirilmektedir (Herndndez-Ruiz vd., 2023). Bu baglamda,
Yuan vd. (2024) kolajen peptitlerinde gerceklestirdikleri calismada, yapt modifikasyonlarinin
aromatik amino asitlerin daha erigilebilir hale gelmesine yol actifim1 ve bunun UV
absorbsiyon profilinde belirgin degisimlere neden oldugunu ortaya koymustur. Benzer
sekilde, hidroliz derecesinin artmasiyla birlikte 280 nm civarinda gézlenen maksimum
absorbsiyonun, baglangic yapisinda gomiilii bulunan aromatik amino asitlerin aciga

cikmasiyla aciklanabilecegi bildirilmektedir (Bi vd., 2025).

FTIR spektrumlari, jelatin ve kollajen hidrolizatlarinin sekonder yap1 degisimlerini,
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ticlii heliksin korunma derecesini ve molekiiler bag diizenindeki farkliliklar ortaya koymada
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Zhang vd., 2025). Kolajenin farkli kaynaklardan
(balik derisi, kemik vb.) elde edilmesi ve islenme kosullari, 6zellikle hidrojen baglarinin
stabilitesi ve helikal yap biitiinliigii lizerinde belirgin degisimlere neden olabilmektedir

(Zhang vd., 2025).

Amide A bandinda (3280-3307 cm 1!) gézlenen kaymalar, N — H gerilme titresimleri ve
hidrojen baglar arasindaki etkilesimlerin degistigini gostermektedir. Saf jelatin 6rneklerinde
bu bandin daha diisiik dalga sayilarinda konumlanmasi, daha diizenli ve siki hidrojen
baglarina isaret ederken; VEA uygulamasi sonrasi gozlenen sinirli kayma, elektrik alanin
protein zincirleri iizerinde olusturdugu fiziksel etkiyle bu baglarin kismen zayifladigini
ve yapiin daha gevsek bir hale geldigini gostermektedir. Benzer sekilde, elektrik alan
uygulamalarinin protein konformasyonunda agilma ve yeniden diizenlenmeye yol actigi

daha once de rapor edilmistir (Akaberi vd., 2019).

Pepsin uygulamasi, 6zellikle Amide I ve Amide II bantlarinda belirgin degisimlere
neden olmus, bu durum peptit baglarinin enzimatik hidrolizi ile kolajen yapisinin
parcalandigini ve iiclii heliksin daha kiigiik peptit yapilarina doniistiigiinii géstermistir.
Farkli kaynaklardan elde edilen kolajen ve jelatin hidrolizatlarinda da enzimatik hidrolizin
molekiil agirhigim diisiirdiigii, yapiy1 daha heterojen ve diizensiz hale getirdigi bildirilmistir
(Schmidt vd., 2020; Hou ve Chen, 2023). Ayrica balik derisi kaynakli kolajen peptitlerinin
ekstraksiyon sonrasi daha diisiik molekiil agirlikli fraksiyonlara ayrildigi ve bunun yapisal

ozellikleri etkiledigi belirtilmistir (Hou ve Chen, 2023; Huang vd., 2023).

VEA ve pepsin kombinasyonu ise hem fiziksel hem de enzimatik mekanizmalarin
birlikte etkili oldugu en giiclii yapisal degisimi ortaya koymustur. Bu kombinasyon, Amide
A, I ve II bantlarinda daha belirgin kaymalar ve giddet azalmasi1 olusturarak protein
zincirlerinin daha ileri diizeyde agildigin1 ve parcalandiZini gostermektedir. Elektrik alanin
enzimatik hidrolizi kolaylastirdig1 ve protein substratina erisimi artirdig1, boylece hidroliz
verimliligini yiikselttigi literatiirde de belirtilmistir (Akaberi vd., 2019). Ayrica enzimatik,
asidik ve alkali ekstraksiyon yontemlerinin kollajen jelatin yapisinda farkli derecelerde

konformasyonel degisimlere yol actig1 ve bu degisimlerin FTIR spektrumlarina dogrudan
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yansidigi bildirilmistir (Zhang vd., 2025).
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6. SONUCLAR

Bu caligmada, farklh kaynaklardan elde edilen jelatinlerin vurgulu elektrik alan
(VEA), pepsin ile enzimatik hidroliz ve bu iki islemin ardigik uygulanmasi sonucunda
olusan hidrolizatlarinin yapisal, fonksiyonel ve antioksidan 6zellikleri kapsamli sekilde
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, VEA uygulamasinin jelatin iizerinde yalnzca bir
On islem olarak degil, ayn1 zamanda dogrudan ve kismi hidrolitik etki olusturarak protein
yapisin1 modifiye edebildigini ortaya koymustur. VEA sonrasi enzim kullanilmaksizin dahi
hidroliz derecesinde gozlenen artig, bu uygulamanin jelatin zincirlerinde konformasyonel
acilma ve peptit baglarinin erigilebilirliginde artisa yol actigini1 gostermektedir. VEA
uygulamasini takiben pepsin ile gerceklestirilen enzimatik hidroliz iglemi, hidroliz derecesini
belirgin bicimde artirmis ve VEA nin enzimatik hidroliz tizerinde sinerjik bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, hidroliz derecesindeki artigin her zaman antioksidan
aktivite ve fonksiyonel 6zelliklerde iyilesme ile sonu¢lanmadi8: belirlenmistir. Bu durum,
jelatin hidrolizatlarinin biyolojik ve teknolojik performansinin yalnizca hidroliz derecesine
degil, olusan peptitlerin molekiiler agirlik dagilimi, amino asit dizilimi ve hidrofobik

karakteri gibi yapisal ozelliklerine de bagl oldugunu ortaya koymaktadir.

Antioksidan aktivite sonuclar1 degerlendirildiginde, belirli diizeyde hidrolizin radikal
sliplirme kapasitesini artirdig1; ancak agir1 hidrolizin bazi1 6rneklerde bu etkiyi sinirlayabildigi
goriilmiistiir. Bu bulgu, optimum hidroliz kosullarinin belirlenmesinin biyolojik aktivite
acisindan kritik oldugunu gostermektedir. UV—Vis absorbsiyon spektrumlarinda 6zellikle
VEA uygulanan 6rneklerde gozlenen absorbsiyon artiglari, jelatin yapisinda meydana gelen

konformasyonel degisimleri ve kisa zincirli peptitlerin olusumunu destekler niteliktedir.

Fonksiyonel 6zellikler acisindan, hidroliz derecesinin artmasiyla birlikte su tutma
kapasitesi ve viskozitede azalma meydana gelmis; buna karsilik yag baglama kapasitesinde
bazi hidrolizatlarda artis gdzlenmistir. Bu durum, jelatin zincirlerinin hidrolizle birlikte
kisalmasi ve hidrofobik amino asitlerin aciga cikmasiyla iligskilendirilebilir. Elde edilen
sonuglar, jelatin hidrolizatlarinin kullanim amacina bagh olarak hidroliz kosullarinin dikkatle

optimize edilmesi gerektigini gostermektedir.

Genel olarak bu ¢alisma, VEA destekli enzimatik hidrolizin jelatin hidrolizatlarinin
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iiretiminde yenilikci ve etkili bir yaklagim oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak elde
edilen biyolojik ve fonksiyonel 6zelliklerin maksimum diizeye ¢ikarilabilmesi icin hidroliz

derecesinin kontrollii sekilde ayarlanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

46



ONERILER MEHMET TEMEL

7. ONERILER

Gelecekte yapilacak caligmalarda hidrolizatlarin molekiiler agirlik dagilimlarinin
SDS-PAGE ve GPC gibi tekniklerle detayli olarak incelenmesi, amino asit dizilimlerinin LC-
MS/MS analizleriyle belirlenmesi onerilmektedir. Ayrica, farkli enzim sistemlerinin (alkalin
proteazlar, papain, tripsin vb.) VEA ile kombinasyon halinde kullanilmasi, hidrolizatlarin
biyolojik aktivitelerinin daha kapsamli degerlendirilmesine olanak saglayacaktir. Bunun yan1
sira, elde edilen jelatin hidrolizatlarinin gercek gida sistemlerinde antioksidan ve fonksiyonel
bilesen olarak davraniglarinin incelenmesi, endiistriyel uygulanabilirlik agisindan 6nemli

katkilar sunacaktir.
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