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Tavuk ve Karides Tropomiyozin Proteini:

Ultrases ve Maillard Reaksiyonunun Etkisi*

Sibel KARAKAYA", Sedef Nehir EL!

Oz: Bu calismada benzer homolojiye sahip olmakla birlikte alerjeniteleri farkli olan karides ve tavuk
tropomiyozinlerine ultrases uygulamasit ve Maillard reaksiyonu olusturulmasinin bu proteinlerin yiizey
hidrofobisite, in vitro mide sindiriminde hidroliz dereceleri ve sekonder yapilar1 iizerine etkilerinin ortaya
konmasi amaglanmistir. Her iki kaynaktan izole edilen tropomiyozine Maillard reaksiyonu ve ultrases
uygulanmistir. Orneklerde in vitro mide sindirimi, protein profili, protein hidrolizi, yiizey hidrofobisite ve FTIR
analizleri gerceklestirilmistir. Maillard reaksiyonu, karidesten izole edilen tropomiyozinde tavuk tropomiyozine
gore daha etkin olusturulmustur. Ultrases uygulamast ile karides tropomiyozininde 30.6 kDa molekiil agirliginda
protein bandi gozlenmistir. Ultrases islemi iki farkli kaynaktan elde edilen tropomiyozini farkli etkilemistir.
Ultrases islemi tavuk tropomiyozinin yiizey hidrofobisitesinde 3.95 kat, karides tropomiyozinin ylizey
hidrofobisitesinde ise 1.27 kat artisa neden olmustur. Karides tropomiyozinine ultrases+Maillard reaksiyonu
uygulamasi yiizey hidrofobisitenin 2.39°dan 5.59’a ¢ikmasina yol agmuistir. Bu sonuglar uygulanan iglemlerin
protein katlanmasinda agilmalara neden oldugunun gostergesidir. FTIR analizi sonuglar1 karides tropomiyozini,
ultrases uygulanmig karides tropomiyozini ile ultrases+Maillard reaksiyonu uygulanmis karides
tropomiyozininin sekonder yapisinin o-heliks oldugunu gdstermistir. Ultrases uygulanmamis tavuk
tropomiyozininde [B-tabaka yapisi hakimken, ultrases uygulamasi ile bu yapi a-heliks olmustur. Ultrases

uygulamasinin her iki kaynaktan izole edilen tropomiyozine etkisi farkli olmustur.

Anahtar Kelimeler: /» vitro mide sindirimi, protein hidrolizi, protein yiizey hidrofobisitesi, sekonder yapz.
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Chicken and Shrimp Tropomyosins: Effects of Ultrasound and Maillard Reaction

Abstract: This study aimed to investigate the effects of ultrasound treatment and the Maillard reaction on
shrimp and chicken tropomyosins—proteins that share structural homology but exhibit different allergenic
properties. The study focused on changes in surface hydrophobicity, degree of hydrolysis during in vitro gastric
digestion, and alterations in the secondary structure of tropomyosin. The Maillard reaction and ultrasound were
applied to tropomyosins extracted from chicken and shrimp. In vitro gastric digestion, protein profiles, protein
hydrolysis, surface hydrophobicity and FTIR analyses were carried out. The Maillard reaction was more
effective in shrimp tropomyosins than in chicken tropomyosins. A protein band with 30.6 kDa was observed in
the SDS-PAGE profile of shrimp tropomyosins treated with ultrasound. Ultrasound treatment affected chicken
and shrimp tropomyosins differently. Ultrasound treatment caused a 3.95-fold and 1.27-fold increase in surface
hydrophobicity of chicken and shrimp tropomyosins, respectively. Ultrasound+Maillard reaction increased the
hydrophobicity of shrimp tropomyosin from 2.39 to 5.59. FTIR analysis revealed that the secondary structure of
native and treated shrimp tropomyosins was a-helical. These structures were P-sheet and o-helical for native
chicken tropomyosin and ultrasound-treated chicken tropomyosin, respectively. The effect of ultrasound on

tropomyosin isolated from both sources differed.

Keywords: In vitro gastric digestion, protein hydrolysis, protein surface hydrophobicity, secondary structure.

Giris

Protein bilylime ve gelisme igin en dnemli besin 6gelerinden biridir. Giinliik protein gereksinimi hayvansal ve
bitkisel kaynaklardan saglanmakta ve hayvansal kaynaklar arasinda kanatli eti, kirmizi et ve balik eti ilk siralarda
yer almaktadir (Giirbiiz, vd., 2023). Tropomiyozin, omurgali ve omurgasiz hayvanlarda bol miktarda bulunan
ancak bitkilerde bulunmayan bir proteindir. Kas kasilmasinda ve kas dis1 hiicrelerin sitoskeletonunda dnemli rol
oynar. Tropomiyozinin amino asit dizisi hayvanlar aleminde olduk¢a korunmustur. Ornegin omurgali (tavuk) ve
omurgasiz (kabuklu deniz hayvanlar1) tropomiyozin dizileri yaklasik %50 benzerdir. Tropomiyozinin
konformasyonu neredeyse tamamen o helikstir (Downs vd., 2016). Omurgali ve omurgasiz hayvanlardaki
tropomiyozinin amino asit dizisi ve yapisal benzerligine ragmen alerjen etkilerinin farkli oldugu bilinmekte ve
bunun nedeni arastirllmaktadir (Kamath, 2023). Ayrica diyetteki proteinlerin alerjen etkilerinin gastrik
sindirimleri ile iliskili oldugunun bilinmesi nedeniyle FAO/WHO rehberi, gida alerjisine neden olabilecek
yiiksek riskli gida proteinlerini tanimlamada benzer alerjenlere karsi reaksiyon gosteren kisilerde serum
testlerinin yapilmasini ve pepsin sindirimine kars1 direncin 6l¢iilmesini 6nermektedir (Joint FAO/WHO Codex
Alimentarius Commission, 2003). James vd. (2018) domuz ve karides tropomiyozinlerinin sekans benzerlikleri

yiiksek olmakla birlikte gastrik sindirimin etkisi farkli oldugunu bildirmistir.
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Gidalarin hazirlanmas1 ve islenmesi sirasinda uygulanan iglemler gida proteinlerinin sindirilirligi ve
alerjeniteleri {izerine etkilidir. Bu islemler epitop bdlgelerinin tahribati, modifikasyonu ya da maskelenmesi
yoluyla alerjik etkinin artmasina, sabit kalmasina veya azalmasina neden olabilir (Sathe vd., 2005). Bu nedenle,
gida isleme yontemleri alerjeniteyi azaltmanin bir yolu olarak arastirilmigtir. Gidanin iglenmesi sirasinda
meydana gelen Maillard reaksiyonu proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinde degisimlerin yani sira proteinlerin
sindirilebilirligi, biyoyarayisliligi, immunojenite ve allerjenitesini etkiler. Maillard reaksiyonu gida alerjenlerinin
spesifik IgE baglanma reaksiyonlarini sekonder yapida degisim, aglomerat olusumu ve kiimelenme ve yeni
epitoplarin olusumu gibi mekanizmalarla degistirebilir. Bu durumda alerjen etki maskelenebilecegi gibi yeni
epitoplar meydana gelebilir (Apostolovic vd., 2016). Neo-alerjenler olarak adlandirilan bu yeni epitoplar, antijen
sunumuyla sonuclanan antijen sunan hiicreleri (antigen presenting cells; APC) hedefleyebilir ve daha sonra T-
hiicre farklilagmasinin yan1 sira antijene 6zgii IgE iiretimini modiile edebilir. Gida proteinlerinin alerjik yanita
neden olmasi i¢in gastrointestinal sindirim sirasinda duyarlili§i olusturmaya yetecek bir siirede sindirilmemesi
gerekir. Bu nedenle proteinlerin enzimatik hidrolizi alerjen etkilerini belirleyen en 6nemli faktdr gibi
goriinmektedir. Ancak tiim gida alerjenleri sindirime direngli degildir. Proteinlerin gastrointestinal sindirime
duyarliligi katlanmis yapinin agilmasi, disiilfit baglarinda degismeler, kiimelenme, laktosillisin olusumu ve ileri
glikasyon {irlinleri olusumu gibi nedenlerle meydana gelir (Teodorowicz vd., 2017). Peynir altt suyu
proteinlerinden B-laktoglobulin ve o-laktalbuminin alerjenitesi {izerine Maillard reaksiyonunun etkisinin
incelendigi ¢aligmalarda alerjen epitoplarin yok edilemedigi ancak afinitelerinde azalma meydana geldigi
saptanmugtir (Taheri-Kafrani vd., 2009; Bu vd., 2009). Galaktoz ile glikasyona ugratilan B-laktoglobulinin
gastrointestinal sindirime diren¢ gosterdigi oysa tagatoz ile glikasyon reaksiyonu olusturulmus 3-laktoglobulinin
gastrointestinal sindirime direncinin diigiik oldugu gosterilmistir. Ayrica Maillard reaksiyonu nedeniyle olusan
protein kiimeleri de sindirime dirence neden olmustur (Bu vd., 2009; Teodorowicz vd., 2017). Uygulanan
geleneksel islemlerin negatif etkilerini minimuma indirmek igin tropomiyozin alerjenitesini azaltmada yiiksek
basing, soguk plazma, ultrases gibi yeni tekniklerin kullanimi aragtirilmigtir (Li vd., 2006; Jin vd., 2015; Khan
vd., 2019)

Giiniimiizde hala gida proteinlerinin alerjik etkisini azaltmak/ortadan kaldirmak iizerine ¢alisilmasi 6nemini
korumaktadir. Ozellikle benzer (sekans ve homoloji olarak) proteinlerin alerjik etkisinin farkli olmasi ve bunun
nedenlerinin hala anlagilamamis olmasi bu arastirmalar1 gerekli kilmaktadir. Omurgasiz hayvanlardaki
tropomiyozinin en biiylik 8 gida alerjeninden biri olmasina karsin omurgali hayvanlardaki tropomiyozinin
alerjen etki gdstermemesinin nedeni heniiz belirlenememistir. Tropomiyozin iceren bu gidalar tiiketilmeden 6nce
cesitli gida islemlerine maruz kalmaktadir. Bu islemlerin protein konformasyonu iizerine etkisi iizerine
caligmalar sinirlidir. Bu kapsamdaki ¢alismalarin ¢ogu tropomiyozin alerjenitesini azaltmaya yoneliktir. Ayrica
ozellikle 1s1l islem gérmiis bu gidalardaki tropomiyozinin in vitro sindirim sirasindaki hidrolizi iizerinde yeterli
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada alerjen (karidesten elde edilmis) ve alerjen olmayan (tavuktan elde
edilmis) tropomiyozinin konformasyonu ve Maillard reaksiyonu, ultrases ve ultrasest+Maillard reaksiyonunun
tropomiyozinin in vitro mide kosulunda hidrolizi, sekonder yapisi ve ylizey hidrofobisitesi iizerine etkilerinin

arastirilmasi hedeflenmistir.
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Materyal ve Yontem

Materyal

Tavuk go6giis eti ve karides (Parapenaeus longirostris) yerel bir siipermarketten satin alinmigtir. Caligmada
kullanilan pepsin (P7012), fitaldialdehit (P0657), 8-Anilino-1-naftalensiilfonik asit (A1028), sodyum dodesil
sulfat (L4390), B-merkaptoetanol (M3148) Sigma-Aldrich (USA) firmasindan temin edilmistir. Diger tiim

kimyasallar analitik saflikta kullanilmigtir.

Tropomiyozin Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Biitiin ekstraksiyon ve saflagtirma islemleri Liang vd. (2008) ve Zhang vd. (2018) ve tarafindan uygulanan
yontemlere birtakim modifikasyonlar uygulanarak 0-4 °C* de gergeklestirilmistir. Islem gormemis karides ve
tavuk kaslar1 yag dokudan ayrilmis ve hacim olarak 1.5:5 oraninda (a:h) 50 mM KCl igeren 20 mM Tris—HCl
(pH 7.5) tamponu ile 20 saniye homojenize edilmistir. 10000 g' de 15 dakika boyunca santrifiijleme sonrasi
stipernatant kismi atilmis ve pellet kismi Tris-HCl tamponunda yeniden siispanse edilmistir; ardindan
homojenizasyon ve santrifiij islemleri sarkoplazmik proteinleri etkili bir sekilde uzaklagtirmak igin dort kez
tekrarlanmistir. Elde edilen ¢okelti kaba filtre kagidinda 50 mL (-20 °C) asetonla 3 kez yikanmistir. Yikanan
cokelti oda sicakliginda 12 saat bekletildikten sonra 50 °C’ de firinda 7 saat kurutulmustur. Tamamen kurutulan
ve toz haline getirilen ¢okelti, gece boyunca 1 M KCI ve 10 mM 2-merkaptoetanol igeren 10 kat (a:h) 20 mM
Tris-HCI (pH 7.5) ile ekstrakte edilmistir. Karigim daha sonra 15000 xg'de 20 dakika santrifiijlenmis ve
stipernatant kaba filtre kagidindan gecirilmistir. Stiziintii, 1 N HCI ile pH 4.5’te izoelektrik ¢oktiirmeye tabi
tutulmustur. Cokelti, 20 mM Tris-HCl (pH 7.5) igerisinde ¢o6ziindiiriilmiis ve 1 N NaOH ile pH 7.6° ya
getirilmistir. Ardindan %40’ lik (a:h) amonyum siilfat ¢ozeltisi ile 2 saat fraksiyonlamaya tabi tutulmustur.
Sonrasinda 10000 g’ de 15 dakika siireyle santrifiij edilmis ve elde edilen sivi kisim 15000 g’de 10 dakika
boyunca tekrar santrifiij islemine tabi tutulmustur. Elde edilen ¢okeltiler, 20 mM Tris-HCI (pH 7.5) igerisinde
¢oziindiiriilmiis, 4 °C’ de manyetik karistiricida diyaliz (48 saat, 8 kDa) edilmistir. Diyaliz tiipiindeki 6rnekler
kaynar su banyosunda 5 dakika tutulduktan sonra, 10000 g’ de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. S1v1 kisim
kaba filtre kagidindan gegirildikten sonra liyofilize edilmistir.

Maillard Reaksiyonu

Maillard reaksiyonu Zhang vd. (2019) tarafindan uygulanan metoda gore gerceklestirilmistir. Liyofilize edilmis
tavuk ve karides tropomiyozin (TM) rneklerinin konsantrasyonu 2 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 5
mM glikoz igeren 10 mM fosfat tamponu (pH 6.5) ile karistirilmstir. Elde edilen karisim 90 °C’ de 1.5 dakika

1s1l igleme tabi tutularak Maillard reaksiyonu gerceklestirilmistir.

152



Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi S. Karakaya & S.N. El
Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University Haziran/2026, 40(1)

Yiiksek Yogunluklu Ultrases islemi

Yiiksek yogunluklu ultrases islemi Zhang vd. (2018) tarafindan dnerilen metotta baz1 modifikasyonlar yapilarak
TM ve Maillard reaksiyonu gerceklestirilmis TM oOrneklerine uygulanmistir. Ultrases islemi, tropomiyozin
konsantrasyonlart 2 mg mL™" olan 6rneklere 6.0 mm c¢apinda titanyum prob kullanilarak ultrases cihazi
(Sonopuls, Bandelin, Berlin, Almanya) ile gergeklestirilmistir. Buzlu su banyosuna daldirilan 50 mL santrifiij
tiiplerinde TM ¢ozeltilerine 30 dakika boyunca 108 Watt giicte (30 sn agik ve 30 sn kapali darbe siireleri)
ultrases islemi uygulanmistir. Maillard reaksiyonu ve ultrases uygulamasina maruz kalmayan 6rnekler kontrol

ornekleri olarak belirlenmistir.

Analizler

Analizler, hehangi bir islem uygulanmamis, ultrases ve Maillard reaksiyonu + Ultrases islemi uygulanan

tropomiyozin drneklerinde gerceklestirilmistir.

In vitro Ag1z ve Mide Sindirimi

In vitro sindirim i¢in COST FA1005 INFOGEST aksiyonun katilimcilar1 tarafindan hazirlanan protokol
(Brodkorb vd., 2019) kullanilmistir. Agi1z sindiriminde simiile agiz sivist (SAS), mide sindiriminde de simiile
gastrik s1vist (SGS) ve pepsin enzimi kullanilmistir. Mide sindiriminde sirasiyla 37 °C’ de inkiibasyonun 2. ve 3.
saatlerinde Ornek alinmigtir. Pepsin enziminin aktivitesini sonlandirmak i¢in NaOH ile ortamin pH’ 1 7.0’ye
ayarlanmis ve santrifiij islemi (Scientific, IEC C1312 Multispeed Centrifuge, Almanya) uygulanmistir. Ornekler,

SDS-PAGE ve hidroliz derecesi analizleri yapilincaya kadar vialler igerisinde -18 °C” de muhafaza edilmistir.

SDS-PAGE Analizi

In vitro sindirime ugramamis drneklerin ve in vitro mide sindirimi sonrasi elde edilen TM &rneklerinin protein
profillerinin belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE analizi gergeklestirilmistir (Laemmli, 1970). SDS-PAGE
uygulamalarinda Bio-Rad Mini Protean elektroforez sistemi ve Mini Protean® TGXTM %12’lik ayirma jeli
hazir olarak kullanilmistir. Ornekler drnek tamponuyla karistirilip 1 mg mL" konsantrasyona sahip olacak
sekilde seyreltilmislerdir. Elektroforez islemi 50 V sabit voltajda gerceklestirilmistir. Islem sonunda jel boyama
cozeltisine konulmus ve sabit hizda ¢alkalanmistir. Sonrasinda jeller boya giderme (destaining) ¢ozeltisi ile
yikanarak fazla boya uzaklastirilmis ve goriintii alinmistir. SDS-PAGE analizi sonucu alinan bant goriintiilerinin

olciimil ImageJ programu ile gergeklestirilmistir (Anon, 2012).

Hidroliz Derecesinin Orto-fitalaldehit (OPA) Analizi ile Belirlenmesi

In vitro mide sindirimi ger¢eklesen orneklerin protein hidroliz derecesinin belirlenmesi igin OPA yontemi
kullanilmistir. OPA reaktifi giinlik olarak hazirlanmistir. Spektrofotometrik 6lgtimler Varioscan Mikroplaka

okuyucu (Thermo Scientific, Boston MA) ile gergeklestirilmistir. Standart olarak serin amino asidi
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kullamilmugtir. Hidroliz derecesinin hesaplanmasinda oncelikle orneklerin absorbansindan mg serin L'
karsiliklar1 standart kalibrasyon grafigi kullanlarak saptanmustir. Daha sonrasinda mg serin L' konsantrasyon
karsiliklart mmol cinsine ¢evrilmistir ve Orneklerin meqv serin L! degerleri bulunmustur. Flde edilen bu
degerler ile hidrolize olmus peptit sayisi (h) ve hidroliz derecelerinin (HD) hesaplanmasinda Nielsen vd. (2001)’
in kullandig1 denklemler (Esitlik 1, 2 ve 3) kullanilmistir:

WX ornek hacmi (L)x100 (1

ornek miktari (g) x 6rnegin protein yiizdesi

serin — NH, =

serin NH2 — 3 2
B a
HD (%) = ——X 100 3)
htop

HD, hidroliz derecesini, h hidrolize olmus peptit baglarinin sayisini, hy,, ise protein miktarina esdeger toplam
peptit bagi sayisim ifade etmektedir. Hy, degerleri tavuktan elde edilmis tropomiyozin 6rnekleri igin 7.6,
karidesten elde edilmis tropomiyozin 6rnekleri i¢in ise 8.6 olarak alinmustir. o ve B sabitleri sirast ile 1 ve 0.4

olarak alinmigtir (Nielsen vd., 2001).

Yiizey Hidrofobisitesinin Belirlenmesi

Orneklerin yiizey hidrofobisitesinin belirlenmesinde Lin vd. (2015) tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir.
Liyofilize edilmis TM 6rnekleri 0.05-0.5 mg mL™" konsantrasyon araliginda 0.1 M sodyum fosfat tamponunda
(pH 7) hazirlanmistir. 1.5 mL Ornek iizerine 5 mM ANS ¢ozeltisi ilave edilmis ve oda sicakliginda 3 dakika
bekletilmistir. Ardindan mikroplaka okuyucu ile (Thermo Scientific Varioskan Flashi Finland) 6rneklerin 370
nm uyarim ve 490 nm emisyonda floresans yogunluklar1 6lciilmiistiir. Orneklerin yiizey hidrofobisitesi, protein
konsantrasyonu ve floresans yogunlugu arasinda elde edilen grafigin ilk lineer kisminin egimi alinarak

belirlenmistir (Lin vd., 2015).

Sekonder Yapinin Belirlenmesi

Tavuk ve karidesten elde edilen tropomiyozinin sekonder yapisindaki degisimler zayiflatilmis toplam yansima-
Fourier doniistimlii kiz1l 6tesi spektrometresi (ATR-FTIR) ile (Perkin Elmer Spectrum Two) saptanmistir. Cihaz
donanimi; dedektér: DTGS; spektrum arahgi: 4000-600 cm™; lazer: lazer diyot; yazihm: Spectrum 10
seklindedir. Toz halindeki 6rnek (0.1 g) oda sicakliginda elmas kristale yerlestirilmis ve Ol¢iimler alinmigtir

(Neha vd., 2025).
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istatistiksel Analiz

Analizler 3 tekrar 2 paralel olarak gerceklestirilmistir. Istatistik analiz SPSS 22 paket programu ile
gerceklestirilmistir. Ornekler arasindaki farkliliklar varyans (ANOVA) analizi ile belirlenmis ve %95 giiven
araliginda Tukey testi ile degerlendirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Tropomiyozin Ekstraksiyonu ve in vitro Hidroliz

Tavuk ve karides TM’sinin saf olarak ekstrakte edilip edilmedikleri SDS-PAGE analizi ile belirlenmistir. SDS-
PAGE goriintiileri her iki kaynaktan ekstrakte edilen TM igin tek bir bant (tavuk TM i¢in 39.6 kDa ve karides
TM i¢in 34.9 kDa) elde edildigini ve dolayistyla TM’nin yeterli saflikta izole edildigini gostermistir (Sekil 1, F
ve G). Tropomiyozinin molekiil agirligi 34-39 KDa araligindadir (Faber vd., 2017). Karides TM’sinin molekiil
agirhiginin ise 35-38 kDa arasinda oldugu bildirilmistir (Marques vd., 2024). Karides TM’sininin 2 ve 3 saat
mide sindirimi sonrasinda bant yogunlugunda azalma saptanmig ancak tamamen sindirilmedigi belirlenmistir.

Tavuk TM i¢in de benzer sonug elde edilmistir.

39.6 kDa

37 kDa
& 34.9 kDa

Sekil 1: Islem gormemis ve in vitro mide sindirimi uygulanmis karides ve tavuk TM SDS Page goriintiileri. A:
Marker, B: 3 saat mide sindirimi sonrasi tavuk TM C: 3 saat mide sindirimi sonrasi karides TM, D: 2 saat mide
sindirimi sonrasi tavuk TM, E: 2 saat mide sindirimi sonrasi karidesTM, F: sindirim uygulanmamas tavuk TM,
G: sindirim uygulanmamug karides TM.
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Maillard Reaksiyonu

Tavuk ve karidesten elde edilen TM o6rneklerine uygulanan Maillard reaksiyonu sonucunda 280 nm dalga boyu
civarinda gozlenen absorbans Amadori iriinlerinin olustugunu gostermektedir. Karides TM i¢in 270-280 nm
araliginda saptanan absorbans degerleri tavuk TM i¢in saptanan absorbans degerlerinden daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonug karides TM’sininin Maillard reaksiyonunda tavuk TM’sine gore daha reaktif oldugunu
gostermektedir.

Zhang vd. (2019) karides (Exopalaemon modestus) TM’ye deglikozilasyon ve glukoz ile glikasyon
reaksiyonlart uygulamislar ve bu islemlerin allerjenite {izerine etkisini arastirmiglardir. Deglikolizasyonun TM
alerjenitesini artirdigl, glukoz ile glikasyonun ise TM alerjenitesini azalttigini saptamislardir. Karides
(Metapenaeus ensis) TM’nin transglutaminaz ile katalizlenen glikasyonunun TM’de yapisal degisikliklere neden
oldugu ve karidesin alerjik etkisini azaltmada etkili bir uygulama oldugu bildirilmistir. Ayrica karides TM ve
glikolizasyon reaksiyonu uygulanmis karides TM’nin UV absorpsiyon bolgesinde maksimum absorbans yaptigi

dalga boylarinda 0.5 nm civarinda kayma oldugu tespit edilmistir (Yuan vd., 2017).
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Sekil 2: Tavuk ve karidesten izole edilen TM ye uygulanan isil iglem (90 °C’de 1.5 dak.)

sonucu 240 nm- 320 nm dalga boyu araligindaki absorbans degerleri.

Ultrases ve Maillard Reaksiyonu Uygulamalarinin Tropomiyozin ve Tropomiyozin in vitro Hidrolizi
Uzerine Etkisi

Ultrases son yillarda gida islemede kullanimi artan 1s1l olmayan bir gida isleme yontemidir. Ultrases insanlar i¢in
duyulabilir limitin (20 kHz) tizerinde bir titresim frekansina sahip dalgalar tarafindan iiretilen bir enerji seklidir.
Bu sistemde elektrik enerjisi kavitasyona neden olacak titresimli enerjiye donistiiriiliir. Kavitasyon enerjisi daha

sonra kimyasal, fiziksel veya biyolojik etkilere neden olur (Cimen vd., 2024). SDS-PAGE profilinde karides
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TM’nin molekiil agirligir 34.9 kDa olarak goriintiilenmigtir. SDS-PAGE profili ultrases uygulamasinin karides
TM’nin degradasyonuna ve 2 farkli molekiil agirliginda proteinlerin (36.6 kDa ve 30.6 kDa) olusumuna neden
oldugunu gdstermistir. Bu profilde saptanan 36.6 kDa molekiil agirli§ina sahip bandin karides TM oldugu ve
30.6 kDa molekiil agirligindaki bandin ultrases uygulamasina bagli olarak TM’nin degredasyonu ile olusmus
daha diisiikk molekiil agirligina sahip protein bandi oldugu diistiniilmektedir. Ayrica 20 kDa altinda molekiil
agirhigina sahip proteinler tespit edilmistir. Maillard reaksiyonu uygulanmis karides TM’ye ultrases uygulamasi
sonucunda 36.6 kDa ve 30.6 kDa molekiil agirliginda bantlar ve 20 kDa altindaki yogunlasmis nispeten daha
silik goriintiiniin elde edilmis olmasi bu degredasyona ultrases uygulamasinin neden oldugunun gostergesidir
(Sekil 3).

37 kDa
36.6 kDa

15 kDa

10 kDa

5kDa

2 kDa

A B C D E F G H I J

Sekil 3: Islem uygulanmisTM ye ait SDS-PAGE gériintiileri. A: marker, B: ultrases uygulanmis karides TM, C:
ultrases+maillard reaksiyonu uygulanmis karides TM, D: ultrases uygulanmuis tavuk TM, E: ultrases uygulanmus
karides TM (2 sa mide sindirimi sonrasi), F: ultrases+Maillard reaksiyonu uygulanmis karides TM (2 sa mide
sindirimi sonrasi), G: ultrases uygulanmig tavuk TM (2 sa mide sindirimi sonrast), H: ultrases uygulanmis
karides TM (3 sa mide sindirimi sonrasy), I: ultrases+Maillard reaksiyonu uygulanmis karides TM (3 sa mide

sindirimi sonrasy), J: ultrases uygulanmis tavuk TM (3 sa mide sindirimi sonrasi)
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Tavuktan elde edilen ultrases uygulanmig TM’de ise 36.6 kDa molekiil agirliginda ve karides TM’ye gore
(Sekil 3 B) daha yogun bir bandmn varligi, ultrases isleminin bu iki farkli kaynaktan elde edilen TM’ye farkli
etkisi oldugunu gdstermektedir. Tavuktan elde edilen ultrases uygulanmis TM’nin SDS-PAGE profilinde 15 kDa
molekiil agirligimin tizerinde silik protein bantlar1 goriilmiistiir. Ultrases+Maillard reaksiyonu uygulanmis tavuk
TM’nin SDS-PAGE profili ultrases uygulanmis tavuk TM ile aym1 olmustur. Bu nedenle sonraki analizlere
ultrases uygulanmig TM ile devam edilmistir. Her iki kaynaktan elde edilmis ve islem uygulanmig TM’nin 2 ve 3
saatlik in vitro mide sindirimi sonrasinda 36.6 ve 30.6 kDa molekiil agirligina sahip proteinlere ait goriintiilerin
saptanmamasi bu proteinlerin hidrolize oldugunu gostermistir. Bu sonug ultrases uygulamasinin karides TM’nin
alerjenitesini azaltmada etkili olabileceginin gostergesidir. Ancak bunun kabul gérmiis alerjen testleriyle

desteklenmesi gerekir.

Dong vd. (2020) oda sicakliginda 0, 5, 10, 15 ve 20 dakika boyunca yiiksek yogunluklu ultrases
uygulamasinin (20 kHz, 400 W) karides proteinlerinin sindirilirligi iizerine etkili oldugunu ve 20 dak ultrases
uygulamasimnin in vitro protein sindirilirliginin (mide ve ince bagirsak sindirimi) %76.42°den %83.95’¢
yiikselmesine neden oldugunu bildirmistir. Ayrica ultrases uygulamasinin karides alerjisini azaltmada etkili
oldugu belirtilmistir. Zhong vd. (2025) ultrason destekli soguk plazma (UCP) uygulamasinin karides
tropomiyozininin in vitro sindirime direnci ve sindirim sonrasi aciga ¢ikan iriinlerin alerjen etkisindeki
degisiklikleri incelemistir. Islem uygulanmis tropomiyozinin in vitro sindirime karsi stabilitesinin azaldigi,
ozellikle ince bagirsakta sindirim direncinin diistiigii belirlenmistir. Ayrica islem goérmiis tropomiyozinin in vitro
sindirimi ile a¢iga ¢ikan iiriinlerin IgE baglanma kapasitesinin azaldigi bulunmustur. islem uygulanmamis
tropomiyozinin IgE baglanma kapasitesi %68.13 iken, 10 dakika islem uygulanmig tropomiyozinde bu deger

%39.12'ye diigmiistiir.

iki ve 3 saat in vitro mide sindirim sonrasinda elde edilen hidroliz dereceleri (Cizelge 1) SDS-PAGE
sonuglar1 ile uyum gostermektedir. Islem uygulanmamis tavuk TM ve karides TM’nin hidroliz dereceleri
arasinda bir farklilik saptanmamis (p>0.05), ancak ultrases uygulanan tavuk TM’nin 2 saat in vitro mide
sindirimi sonrasinda hidroliz derecesinin %31.42 ile kontrole gore yaklasik 1.6 kat arttig1 belirlenmistir (p<0.05).
Ultrases uygulamasi karides TM nin hidroliz derecesinin hem 2 saat hem de 3 saat mide sindirimi sonrasinda
artmasina neden olmustur (p<0.05). iki saat in vitro mide sindirimi sonrasinda ultrases ve Maillard reaksiyonunu
birlikte uygulamanin karides TM’nin sadece ultrases uygulamasina gore hidrolize edilebilirligini artirdigt
saptanmustir (p<0.05). Oysa {ii¢ saat in vitro mide sindirimi sonrasinda her iki islem arasinda hidroliz derecesi

bakimindan bir fark bulunmamustir (p>0.05).
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Cizelge 1. Tropomiyozinin in vitro mide sindirimi sonrasinda saptanan hidroliz derecesi

Ornekler Hidroliz Derecesi (%)* Hidroliz Derecesi (%)*
2 saat mide sindirimi 3 saat mide sindirimi
sonrasi sonrasi
Karides TM 18.06 + 0.42% 4 27.68 + 0.04™ B
Ultrases uygulanmis karides TM 23.63 +1.84>4 29.81+0.84™5
Ultrases ve Maillard reaksiyonu uygulanmis karides TM 28.85+1.33%4 29.86 +0.36> 4
Tavuk TM 1926 £0.574 20.63 +£1.04%4
Ultrases uygulanmis tavuk TM 31.42 £2.04%4 3443 £1.68%4

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
4 Aym siitundaki farkli harfler p<0.05 diizeyinde anlamh farkliligi gostermektedir.
AB Aymi satirdaki farkli harfler p<0.05 diizeyinde anlamli farkliligr gostermektedir.

Tropomiyozinin Yiizey Hidrofobisitesi ve Sekonder Yapi

Proteinlerin hidrofobisitesi; proteinin katlanmasi, lizize duyarliligi, polimerizasyonu/kiimelenmesi, lipitlere
baglanmas1 veya misel yapilara girmesi ve protein-protein interaksiyonu i¢in 6nemli bir faktordiir. Hidrofobisite
analizi protein katlanmasi ve stabilitesini, dzellikle proteinlerin sekonder yapisini, i¢ ve dis bolgeleri, antijenik
bolgeleri, amino asit dagilimindaki periyodik tekrarlari, membran ile iligkili bolgeleri anlamaya yardimet olur.
Proteinlerin tersiyer yapist hidrofobik gruplar arasindaki interaksiyonla olusur. Proteinin yiizey

hidrofobisitesinin a-heliks igerigi ile negatif iliskisi oldugu bildirilmistir (Jiang vd., 2015).

Cizelge 2. Tropomiyozin 6rneklerinin yiizey hidrofobisite degerleri

Ornekler Yiizey hidrofobisitesi
Karides TM 2.39
Ultrases uygulanmis karides TM 3.04
Ultrases+ Maillard reaksiyonu uygulanmis karides TM 5.59
Tavuk TM 2.53
Ultrases uygulanmis tavuk TM 9.97

En yiiksek ylizey hidrofobisite degeri ultrases uygulanmis tavuk TM’de elde edilmistir. Ultrases islemi tavuk
TM’nin yiizey hidrofobisite degerinde 3.95 kat, karides TM nin ylizey hidrofobisitesinde ise 1.27 kat artisa
neden olmustur. Karides TM’ye ultrases+Maillard reaksiyonu uygulamasi yiizey hidrofobisite degerinin
2.39’dan 5.59’a ¢ikmasina (2.33 kat artig) yol agmistir. Bu sonuglar uygulanan iglemlerin protein katlanmasinda
acilmalara neden oldugunu gostermektedir. Ancak caligmamizda karides TM igin saptadifimiz yiizey
hidrofobisite degerleri Yuan vd. (2017) tarafindan karides TM ve glikasyona ugratilmis karides TM igin
saptanan degerlerden olduk¢a diisiiktiir. Bu her iki calismada kullanilan farkli karides orneklerinden, TM
ekstraksiyonu ve saflastirmasindaki farkliliklardan ve glikasyonda kullanilan farkli sekerlerden kaynaklanabilir.
Liv vd. (2025) TM’de konformasyonel epitoplarin bozulmasinin yapisal degisikliklere neden olabilecegini
belirtmistir. Ozellikle hidrofobik bélgelerin agiga ¢ikmasimin protein yiizeyindeki alerjik epitoplarin protein
yapisi igine gOmiilmesi ile sonuglanabilecegi vurgulanmistir. Bu nedenle calisjmamizda saptadigimiz

hidrofobisite artis1 alerjen epitoplarin protein igine gomiilmesi i¢in uygun bir yap1 olusturmus olabilir.
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Sekonder yap1 konusunda fikir veren bir baska analiz ise FTIR spektroskopisidir. Amid I bolgesindeki FTIR
spektrumu incelendiginde karides TM’nin sekonder yapist i¢in elde edilen frekans (cm™) 1640murgasiz.44,
ultrases uygulanmig karides TM igin 1648.68, ultrases ve Maillard reaksiyonu uygulanmis karides TM igin
1651.42, tavuktan TM i¢in 1624.03 ve ultrases uygulanmis tavuk TM i¢in 1648.65 olarak saptanmustir (Sekil 4
ve Cizelge 3). Dong vd. (2020) “1618-1640 cm™ ve 1670-1690 cm'”, 1645 cm™, 1650-1660 cm™ ve “1660-1670
em’ ve 1690-1700 cm™” frekanslarinin sirasiyla B-tabaka, rastgele sarmal, a-heliks ve p-doniis yapilarini isaret
eden frekanslar oldugunu bildirmistir. Bu degerlendirmeye gore karides TM ve ultrases uygulanmis karides
TM’de saptanan frekans degerleri sekonder yapinin a-heliks oldugunu gostermektedir. Bu sonug Fu vd. (2019)
tarafindan uzak-UV CD ile karides TM nin sekonder yapis1 i¢in saptamis olduklar1 %80 civarinda o-heliks yap1
ile uyumludur. Aragtiricilar karides TM ile riboz, galaktooligosakkarit ve kitosanoligosakkarit arasinda Maillard
reaksiyonu olusturmuslar ve reaksiyon sonunda baslangictaki o-heliks yapida yaklasik %10 diizeyinde bir
azalma ve f-tabaka yapida goreceli bir artig belirlemiglerdir. Ultrases ve Maillard reaksiyonu uygulanmis karides
TM’nin sekonder yapisinin a-heliks oldugu goriilmektedir. Ultrases uygulanmamis tavuk TM’de -tabaka yapisi

hakimken, ultrases uygulamasi ile bu yap1 karides TM (a-heliks) ile benzer hale doniismiistiir.
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A: kontrol (kirmizi) ve ultrases uygulanmis karides TM (mavi); B: kontrol (kirmizi) ve ultrases uygulanmis tavukTM (mavi);
C: Ultrases uygulanmis tavuk TM (mavi) ve ultrases uygulanmis karides TM (kirmiz1)

Sekil 4: Orneklerin FTIR spektrumlar
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Cizelge 3. Orneklerin Amid I ve Amid II bandindaki dalga sayist (cm™)

Ornekler Amid I bdlgesi (1700-1600 cm™)  Amid II bolgesi (1600-1500 cm™)

Dalga sayisi (cm™) Dalga say1s1 (cm™)
(Sekonder yap1)

Karides TM 1648.44 (a-heliks) 1540.49

Ultrases uygulanmis karides TM 1648.68 (a-heliks) 1540.28

Ultrases+ Maillard reaksiyonu uygulanmig 1651.42 (a-heliks) 1544.84

karides TM

Tavuk TM 1624.03 (B-tabaka) 1546.13

Ultrases uygulanmis tavuk TM 1648.65 (a-heliks) 1540.50

Amid II band1 proteindeki N-H biikiilme ve C-N gerilme titresimlerinden kaynaklanir. Amid II bandi,
proteinlerin ikincil yapilarinin belirlenmesinde kullanilmakla birlikte Amid I bandina kiyasla daha az hassas bir
gostergedir. Karides TM’ye ultrases uygulamasi bu bantta hafif bir kaymaya neden olmustur. Benzer kayma
Amid I bandinda da gézlenmistir. Caligmamizda, ultrason uygulamasi, a-heliks oranini artirarak daha diizenli ve
helikal bir yap1 kazandirmigken, Maillard reaksiyonu, a-heliks oranini bir miktar azaltmis ama yapiy1 tamamen
bozmak yerine B-tabaka yoniinde yeniden diizenlemistir. Bu noktada Maillard reaksiyonunun etkisi kismen
karmagiktir. Sekonder yapi agisindan kismen olumsuz (o-heliks azaliyor), ancak yapi tamamen rastgele hale
gelmedigi icin, bu degisim fonksiyonel 6zellikler agisindan nétr ya da olumlu olarak degerlendirilebilir. Maillard
reaksiyonu, sekonder yapida o-heliks oranini azaltarak bazi yonlerden (6rnegin stabilite) daha sinirh diizeyde
olumsuzluga neden olabilir, ¢linkii bu degisim ayni1 zamanda sindirililirligi arttirabilir, tekno-fonksiyonel
ozellikler lizerine genelde olumlu etkilere neden olabilir Shi vd. (2012). Tavuk TM’ye uygulanan ultrases benzer
etkiye neden olmus ve azalma yoniinde olmak iizere bir kaymaya yol agmustir. Lv vd. (2025) gesitli deniz
canlilarinda konformasyonel ve linear epitoplar1 temel alarak TM alerjenitesini arastirmislar ve karides, yengec,
istridye ve deniz taragi TM’lerinde ortak Ozelligin tipik a-heliks yapiyla karakterize oldugunu bildirmistir.
Alerjen etki gosteren bu 5 deniz {riinlindeki TM’nin yapisal 6zelliklerinin benzer oldugunu vurgulamislardir.
Yine ayni calismada kabuklulardaki TM ile yumasakgalardaki ve baliktaki TM’nin diigiik homoloji gosterdigi
ifade edilmistir. Ayrica biyoinformatik araglarla ve TM’nin sekonder yapisi ile tahminlenen alerjik etkinin

Western blot ve hayvan deneyleri ile dogrulandig belirtilmistir.

Sonug¢

Bu caligmada amino asit dizilimleri ve homoloji olarak birbirine benzeyen ancak alerjeniteleri farkli olan tavuk
ve karides tropomiyozininin in vitro agiz, mide sindirimi sirasindaki hidroliz dereceleri, yiizey hidrofobisiteleri
ve sekonder yapilar1 karsilastirilmistir. Ayrica ultrases uygulamasit ve Maillard reaksiyonunun iki farkli
kaynaktan elde edilen tropomiyozin iizerinde farkli etkilerinin olup olmadig1 in vitro agiz, mide sindirimi
sirasindaki hidroliz dereceleri, yiizey hidrofobisiteleri ve sekonder yapilari ile degerlendirilmistir. Ultrases
uygulamasinin her iki kaynaktan izole edilen TM’ye etkisi farkli olmustur. Bu farklilik in vitro sindirim

sonrasindaki TM’nin hidroliz derecesi, FTIR spektroskopisi ve yiizey hidrofobisite sonuglar1 ile ortaya
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konmustur. Karides kasi proteinlerinde Maillard reaksiyonunun sekonder yapiy1 nasil etkiledigine dair dogrudan
FTIR analizlerine dayali ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, genel olarak deniz {iriinleri ve et {iriinleri {izerinde
yapilan arastirmalar, bu tiir islemlerin protein yapisim degistirebilecegini gostermektedir. Ornegin, deniz
iiriinlerinde yapilan bazi ¢aligsmalar, yiiksek basincli isleme (HPP) veya ultrasonik isleme gibi yontemlerin

proteinlerin sekonder yapisini degistirdigini ve bu degisikliklerin alerjeniteyi etkileyebilecegini belirtmektedir.
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