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SOGUK PRESLENMIS AYCICEGI POSASI iLE BEYAZ
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Giliniimiizde teknolojinin gelismesi ve globallesme sonucunda protein ihtiyacinin
giderek arttigi  gozlemlenmektedir. Bu nedenle gida yan {iriinlerinin
degerlendirilmesiyle elde edilen ek protein kaynaklarina olan ihtiya¢ da artmaktadir.
Bu ¢aligmanin amaci bitkisel ve hayvansal kokenli, toksik 6zellikleri olmayan, gida ile
gida takviyelerinde kullanima uygun biyoaktif peptit fraksiyonlar iiretmek ve bu
peptitlerin antidiyabetik ve antihipertansif etkinligi in vitro yontemlerle incelemektir.
Ayrica, in vitro biyoaktivite gosteren peptit fraksiyonlarinin, model fonksiyonel gida
iiriinlerinin iiretim, depolama ve sindirim siireclerindeki kararliliklar1 da analiz
edilmistir. Bu dogrultuda uygun fraksiyonlama teknikleri ile bu peptitler ayristirilmis

ve konsantre edilmistir.

Bu calismada aygicegi ¢ekirdegi bitkisel protein hidrolizatlarinin yani sira hayvansal
kaynakl1 beyaz ve kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizatlar1 da kullanilmis ve benzer
amaglarla  degerlendirilmistir. ~ Bu  yaklasim  cercevesinde,  zirai  ve
endiistriyel sektorlerimizden ¢ikan yan {iriinlerin bagka sektorlerimizde katma degere
doniistiiriilmesi hedeflenmistir. Ornegin aygicek yagi iiretiminden arta kalan posa ve
peynir {retiminden arta kalan peynir alti suyu, gida {retiminde kullanilma
potansiyeline sahip degerli yan firiinlerdir. Bu maddelerden elde edilen yenilik¢i

uriinler, farkli  gida  maddelerinde  kullanilabilir.  Bu  amacgla  aycicegi
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protein izolati ile beyaz ve kagar peynir liretiminden elde edilen endiistriyel peynir alt1
suyundan protein konsantreleri uygun tekniklerle parcalanarak iic farkli gida
maddesine (ekmek, yogurt ve vegan kofte) eklenmistir. Depolama boyunca bu

iiriinlerden alinan drnekler tizerinden biyoaktif 6zellikleri degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aycicegi Proteini, Peynir Alt1 Suyu Proteini, ACE, DPP-1V,
Biyoaktif Peptit



ABSTRACT
DETERMINATION OF BIOACTIVE PROPERTIES OF
PROTEIN HYDROLYSATES PREPARED BY ENZYMATIC
HYDROLYSIS FROM COLD PRESSED SUNFLOWER MEAL
AND WHITE OR CHEDDAR CHEESE WHEY AND
EVALUATION IN MODEL FOOD PRODUCTS
Merve GENC
Master of Science, Food Engineering
Thesis Advisor: Assoc. Prof. Ibrahim GULSEREN
Nov, 2024- 155 Pages

With the advancements in technology and globalization, the growing demand for
protein has become increasingly evident. Consequently, there is a need for additional
protein sources obtained through the valorization of food by-products. The aim of this
study is to produce bioactive peptide fractions of plant and animal origin, free of toxic
properties, suitable for use in food and dietary supplements, and to investigate their
antidiabetic and antihypertensive activities through in vitro methods. Furthermore, the
stability of these bioactive peptide fractions during the production, storage, and
digestion processes of model functional food products was analyzed. These peptides

were fractionated and concentrated using appropriate fractionation techniques.

In this study, plant-based protein hydrolysates derived from sunflower seed pomace
and animal-based protein hydrolysates obtained from whey of white and cheddar
cheeses were utilized and evaluated for similar purposes. This approach aims to
transform by-products from agricultural and industrial sectors into value-added
products for other sectors. For example, sunflower seed pomace, a by-product of
sunflower oil production, and whey, a by-product of cheese production, are valuable
resources with potential for use in food production. Innovative products derived from
these materials can be incorporated into various food items. To achieve this, sunflower
protein isolate and protein concentrates obtained from industrial whey from white and

cheddar cheese production were enzymatically hydrolyzed and incorporated into three
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different food products (bread, yogurt, and vegan meatballs). Samples were collected

throughout storage, and their bioactive properties were evaluated.

Keywords: Sunflower Proteins, Whey Proteins, ACE, DPP-IV, Bioactive Peptides
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar iilkemizde ve diinyada oOliim olaylarinin baglica
nedenlerinden biridir (Caglar, 2019). Diinya Saglk Orgiitii verilerine gére, her yil
yaklasik 17,9 milyon kisinin kardiyovaskiiler hastaliklardan dolay1 hayatini kaybettigi
belirtilmektedir (Goksu vd., 2022).

Hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya c¢ikmasina neden olan risk
faktorlerinden biridir (Goksu vd., 2022). Hipertansiyon, dinlenme durumunda arteriyel
sistolik ve/veya diyastolik kan basincinin yiikselmesi (f 140/90 mM Hg) olarak
tanimlanir. Gilinlimiizde hipertansif hastaliklar insan sagligini1 ciddi anlamda tehdit
etmektedir. Hipertansiyonun diinya ¢apinda ortalama yayginligi %15 civarindadir (Li

ve Yu, 2015).

Tip 2 diyabet (T2D), diinyada 347 milyondan fazla kisiyi olumsuz etkilemektedir.
Ayn1 zamanda iki ana diyabet tiirliiniin %90'm1 olusturan ve ¢esitli rahatsizliklara da

sebebiyet veren bir saglik sorunudur (Amaya-Farfan vd., 2016).

Dolasim sistemi hastaliklarinin risk faktorleri arasinda hipertansiyon ve diyabet
tedavisinde kullanilan ACE ve DPP-IV inhibitorleri 6nemli bir yer tutmaktadir
(Caglar, 2019).

Anjiyotensin  [-dOniistiiriici  enzim (ACE), membrana bagli bir ¢inko
metalloproteazidir ve glikozidik baglar igerir. ACE, kan basincini, su ve tuz dengesini
belirleyen renin-anjiyotensin sisteminde kritik bir role sahiptir. Bu enzim, anjiyotensin
I hormonunu, bir damar daraltict (vazokonstriktdr) bir hormon olan anjiyotensin II
hormonuna doniistiirlir ve ayrica; damar genisletici (vazodilatdr) bir peptit olan
bradikinini de hidroliz ederek yikar, boylece peptidin damar genisletici fonksiyonunu
engeller. Bu sekilde, ACE, tansiyonu yiikseltir ve kandaki s1v1 ve tuz dengesini ayarlar
(Caglar, 2019). Bu iki etki nedeniyle, ACE, insanlarda kan basincin1 arttirma
potansiyeline sahiptir (Coskun vd., 2019); (Giilseren, Cakir, 2019).

Hipertansiyon ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin klinik tedavisinde
sentetik anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri de dahil olmak iizere

cesitli ilaclar yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu sentetik ilaglar ishal, alerji,



deri dokiintiileri, bobrek fonksiyon bozuklugu ve bazen de hipotansiyon gibi ¢esitli
yan etkilere sebep olabilmektedir. Bu yiizden dogal ve giivenli ACE inhibitorlerinin
arastirilmasi kritik bir aragtirma alanidir (Goksu vd., 2022). ACE-inhibitor peptitler,
sentetik ilag molekiillerinin belirgin yan etkilerini gostermeden kan basincinm
diizenleme ve hipertansiyon potansiyelini azaltma yetenegine sahiptir (Coskun vd.,

2019); (Giilseren, Cakir, 2019).

Farkli gida matrislerine protein hidrolizatlar1 eklenince ortaya ¢ikan biyoaktivite
caligmalar1 6zellikle de endiistriyel isleme ve depolama kosullari ile ilgili kosullar da

siirlidir (Harnedy-Rothwell vd., 2021).

Atik iriiniin degerlendirilmesi, dongiisel ekonominin bir parcasi olarak iiretim
zincirlerine dahil edilebilecek fiiriinler yaratmak amaciyla atigi fiziksel, termal,
kimyasal veya biyolojik yontemlerle doniistiiren bir siire¢ olarak tanimlanabilir (Leon-

Lépez vd., 2022).

Protein talebi artisi siirdiiriilebilir bir arz gerektirir (Coskun vd., 2019). Yagli tohumlar
ve yagli meyvelerdeki protein igerigi nispeten yiiksek oldugundan ve proteinler yagin
uzaklastirilma siirecinde yogunlastigindan, protein tiiretimi i¢in makul derecede
ekonomik ve siirdiiriilebilir alternatif birer kaynak olusturduklar1 sdylenebilir

(Giilseren ve Cakir, 2019).

Bunun bir 6rnegi, aycicegi gibi yagh tohumlu bitkilerden elde edilen yag: alinmig
unlardan protein izolatlarinin ve hidrolizatlarinin iretilmesidir. Son zamanlarda
protein hidrolizatlar1 da biyoaktif peptitlerin kaynagi olarak kabul edilmektedir.
Bunlar, gastrointestinal sindirim sirasinda veya Oncesinde in vitro protein hidrolizi
sirasinda salinan ve yararli biyolojik aktiviteye sahip olan gida proteinlerindeki kiiciik
amino asit dizileridir (Megias, Pedroche, Del Mar Yust, vd., 2009). insan
beslenmesinde nispeten az tiiketilen aycicegi cekirdegi, alternatif bitkisel protein
kaynaklarinin degerlendirilmesinde, yaklasik %20 protein i¢ermesi sebebiyle umut

verici bir aday olabilir (Tessier vd., 2020).

Onceki yillarda peynir alt1 suyu yiiksek kapasitede olusumu nedeniyle iilkemizde ve
diinyada c¢evre icin ciddi bir sorun olusturuyordu. Membran proseslerindeki
ilerlemeler peynir alti suyu bilesenlerinin yliksek kalitede izolasyonuna ve
fraksiyonlanmasina imkan vermistir (Ramos vd., 2016). Peynir alt1 suyu, peynir

iiretimi sirasinda ¢okeltme ve pihtinin uzaklastirilmasindan arta kalan sividir. Peynir
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alt1 suyu, ¢ogunlugu (%90-94) sudan olusan, ayn1 zamanda yiiksek ve cesitli organik
icerige sahip, bulanik sarimsi bir sividir (Ramos vd., 2016). Peynir alt1 sularinin besin
degeri yiiksek ve sindirimi yardimcidir. Toplam proteinin yaklasik %20'sini olusturur

(Amaya-Farfan vd., 2016).

Hem hayvanlar hem de insanlar {izerinde yapilan caligmalar, peynir alti suyu
tilketiminin hem insiilin liretimini azaltan hem de insiilin duyarliligini iyilestiren
mekanizmalar araciligiyla kan sekeri seviyelerini diisiirmeye yardimei oldugunu
gostermistir. Buna ek olarak hidroliz edilmemis (veya pargalanmamis) peynir alti
sularmin tamaminin tip 2 diyabet hastalarinda saglikli yasam tarzini destekleyici
etkiye sahip oldugu, ancak hidrolizatin insanlarda heniiz denenmedigi bildirilmistir

(Amaya-Farfan vd., 2016).

Mevcut calismada ¢evresel ve ekonomik agidan fayda saglayacak bu iki hammaddeden
istifade edilmistir. Protein hidrolizatlarinin fonksiyonel gida bilesenleri olarak
kullanilabilmesi i¢in, gida tiretim, depolama ve sindirim siireglerinde aktivitelerini
korumalar1 gerekmektedir. (Harnedy-Rothwell vd., 2021) Bu nedenle, bu ¢alisma ii¢
ayr1 saklama kosulunda (25°C ekmek, +4°C yogurt ve -20°C vegan kofte) muhafaza
edilen bitkisel ve hayvansal (ay¢icegi cekirdegi, kasar ve beyaz peynir alti suyu)
protein hidrolizatlarini iceren toplam 21 farkl: tirlinlin biyoaktif 6zelliklerinin in vitro

olarak incelenmesine dayamaktadir.

Calisma onceliklerinden biri, ¢esitli ekonomik bitkisel ve hayvansal protein iiriinleri
iiretmek amaciyla soguk pres ve peynir iiretimi yan triinlerinin (aycicek kiispesi ile
kasar ve beyaz peynir alti suyu numunelerinin) degerlendirilmesi, hidrolizi ile yeni

iirinlerinin gelistirmesine dayanir. (Giilseren ve Cakir, 2019)

Dolayistyla bu ¢alismanin amaci aygicegi posast ve peynir alti suyundan proteoliz,
fraksiyonlama ve uygun in vitro teknikler kullanilarak antihipertansif, antidiyabetik ve
antioksidatif peptitler tanimlamak ve bunlarin ¢esitli 6zelliklerini (fizikokimyasal ve
biyoaktif acidan) belirlemektir. (Caglar, 2019). Caligmada peptitlerin tanimlanmasi
acisindan dnemli uygun LC-MS/MS vb. tekniklerden yararlanilmigtir.

Bu ¢alisma bitkisel ve hayvansal gida iiretimi yan f{riinleri kullanilarak uygun
tekniklerle protein iirlinleri liretilmesi, bu iirlinlerin enzimatik yontemlerle proteolize
ugratilmasi ve boylelikle elde edilen protein hidrolizatlarinin membran teknikleri ile

(ultrafiltrasyon, UF) fraksiyonlanmasi, UF fraksiyonlarinin biyoaktif 6zelliklerinin
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degerlendirilmesi, biyoaktif oldugu gosterilen fraksiyonlarin uygun LC-MS/MS ve de
novo sekanslama teknikleri ile incelenmesi, her aktivite kategorisinde basar1 gosteren
fraksiyonlarin 3 farklt model gidada kullanimi ile proses, depolama ve sindirim

siireglerinin peptit yap1 ve biyoaktivitesine etkisi incelenmektedir.

Soguk pres yag iiretiminden artakalan bitkisel posalardan enzimatik proteoliz ile
protein hidrolizatlar1 iiretilir ve uygun fraksiyonlama yontemleriyle ayrigtirilir. Bu
fraksiyonlarda bulunan peptitlerin yapilar1 aydimnlatilir. Ornegin, aycicedi peptit
fraksiyonlari, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) ve dipeptidil peptidaz-IV (DPP-
IV) inhibe edici etkileri acisindan in vitro yontemlerle test edilir. Bu ¢aligmalarin
amaci bitkisel kokenli, toksik Ozellikleri olmayan ve gida, gida takviyelerinde
kullanima uygun biyoaktif peptit fraksiyonlar1 {iretmektir ve bu peptitlerin
antidiyabetik ve antihipertansif etkinliginin incelenmesi hedeflenmistir. Ayrica, in
vitro biyoaktivite gdsteren bu peptit fraksiyonlarinin model fonksiyonel gida
iriinlerinin tiretim, depolama ve sindirim siireclerine kararlilig1 da incelenerek uygun
fraksiyonlama teknikleri ile bu peptitlerin ayrilmasi, konsantre edilmesi veya

saflagtirilmasinda bir engel goriilmemistir.

Bu calismada aygicegi ¢ekirdegi bitkisel protein hidrolizatlarinin yani sira hayvansal

numuneler de kullanilmis ve benzer amagclarla degerlendirilmistir.



IKiINCi BOLUM
LITERATUR TARAMASI

2.1. Proteinler

Proteinler, gastrointestinal sindirim sirasinda ¢ok ¢esitli peptitlere hidrolize olabilen
gidalardaki Onemli besinlerdir. Bu peptitlerin bazilar1 organizmada hormonlar,
ndrotransmiterler veya diizenleyici peptitler olarak etki eden &zellikleri

paylasmaktadir (Ledn-Lopez vd., 2022).

Proteinler, ayirt edici fonksiyonel Ozellikleri sayesinde gida sistemlerinin
yapilandirilmasinda ve stabilizasyonunda O6nemli bir rol oynarlar. Proteinlerin
emiilsifikasyon, kopiik olusturma, jel ve film olusturma yetenekleri kritik 6neme
sahiptir ve gida maddesinin doku, stabilite, tiikketici kabulii ve raf dmrii gibi bazi kalite
kriterlerinden sorumludur. Proteinlerin islevselligi, yapilarindan, amino asit
bilesimlerinden, net yiiklerinden, oranindan, hidrofobik ve hidrofilik bilesiklerin yap1
icindeki dagilimindan ve ayrica pH, iyon giicii vb. fiziksel faktdrlerden etkilenir

(Giiltekin Subasi vd., 2022).

Yagli tohumlarin islenmesi sirasinda, kiiresel olarak yagli tohum kiispeleri gibi 6nemli
miktarda yan {iriinler meydana gelmektedir. Ornegin, 2002 yilinda Avrupa
Komisyonu'nun resmi verilerine gore, AB'de cogunlukla soya fasulyesi (yaklasik
%150), kolza tohumu (yaklasik %33) ve ay¢igegi tohumu (yaklasik %18) dahil olmak
tizere 30-35 milyon ton yagli tohum islenmistir. Baz1 yem veya giibre uygulamalarinda
kiispelerin kullanilmas1 pratik olsa da bu iiriinler cogunlukla diisiik ticari degere
sahiptir. Ayrica kurutmadan 6nce mikrobiyal bozunma da 6nemli bir sorun teskil
etmektedir. Biiyiik hacimleri islemeyi, tasimay1 ve kullanmay1 oldukca zorlastirir. Bu
nedenle, gerek ekonomik agidan olsun gerekse besinsel ve ¢evresel faktorlere fayda

saglamasi agisindan katma degerli tiriinlere ihtiyag vardir (Coskun ve Giilseren, 2020).

Yagh tohumlar ¢ogu durumda Snemli miktarlarda %17-47 yag icerirken, yag geri
kazaniminin biiytikligii, soguk pres teknolojileri ve solvent ekstraksiyonu gibi yag

iiretim tekniklerine baglidir (Coskun ve Giilseren, 2020).



Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri, onlarin gida sistemlerinde fonksiyonel araglar
olarak kullanilmasini tesvik eder. Kopiiklenme, emiilsifikasyon veya jellesme gibi
ozellikler bir¢cok endiistriyel gida iirlinliniin iiretiminde ¢ok 6nemlidir. Yumurta aki,
stit proteinleri veya jelatin gibi hayvansal bazli proteinler, yiiksek fonksiyonellik
kapasiteleri nedeniyle agirlikli olarak kullanilirken, hayvansal bazli proteinlerin
alternatifi olan fonksiyonel bitki bazli proteinlere olan ilgi de giderek artmaktadir

(Giiltekin Subasi vd., 2022).

Bir proteinin ¢6ziiniirliigii islevselliginin birincil 6n kosuludur, ¢6ziinmeyen proteinler
ise buna katkida bulunamaz. Protein-su etkilesimi ve su tutma kapasitesi, yiiklii
gruplarin miktarma, konfigiirasyona, pH'sina, iyonik kuvvete ve konsantrasyona gore
degisir. Bir proteinin hidrofilikligi, protein yapisindaki amino asitlerin
hidrofilik/hidrofobiklik oraninin ne kadar yiiksek olduguna baghdir. Bu oran, dis
uygulamalara veya fiziksel kosullara bagli olarak artabilir veya azalabilir ve oranin
artmas1, protein ¢dziiniirliigiiniin artmasi anlamma gelir. Ote yandan, daha yiiksek
cozlniirliik viskoziteyi arttirir, daha iyi kdpiirmeyi, daha yiiksek emiilsifikasyonu ve

jellesme kapasitelerini saglar (Giiltekin Subas1 vd., 2022).

Suda ¢6ziinen proteinler (albliminler), tuzda ¢oziinen proteinlerden (globiilin) daha iyi

bir ¢oziintirliige sahiptir (Gliltekin Subasi vd., 2022)

Proteinlerin jel olusumu, bazi gida friinlerinin ayn1 zamanda onemli kalite
parametreleri olan yapisal ve reolojik 6zelliklerini de olusturur. Proteinler, ii¢ boyutlu
molekiiller arasi etkilesim aglar1 yoluyla jel olusumu sergilerler (Giiltekin Subasi vd.,

2022).

Proteinler, ¢oziiniirliikk, baglanma, kopilirme, emiilsifiye etme ve jellesme gibi cesitli
fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 goriiniislerini, dokularini ve agiz hissini iyilestirme
yeteneklerinden dolayr islenmis gidalarda bilesen olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bu fonksiyonel 6zellikler, protein molekiillerinin yapisinda ve
etkilesiminde degisikliklere neden olabilen pH, iyon giicii, sicaklik ve enzim
aktivitesinden giiclii bir sekilde etkilenir. Bu nedenle, fonksiyonel performanslarin
etkiledigi igin ekstraksiyon ve saflagtirma sirasinda protein 6zelliklerinde meydana
gelen degisiklikleri dikkate almak c¢ok onemlidir. Farkli proteinlerin fonksiyonel
yeteneklerini anlamak, spesifik uygulamalar i¢in en uygun protein bazli bilesenin

secilmesi agisindan 6nemlidir (Hadidi vd., 2024).



2.1.1. Amino Asitler ve Peptitler

Biyoaktif peptitler, daha biiyiik bir proteinin amino asit dizisinde sifrelenebilir. Bu
peptitler genellikle 3-20 amino asitten olusur ve bozunma sonrasinda orijinal

proteinden salinir.

Sifrelenmis peptitlerin serbest birakilmasinin {i¢ yolu vardir bunlar sirast ile; tripsin
gibi sindirim enzimleri tarafindan sindirim sirasinda gerceklesen in vivo sindirim,
mikrobiyal enzimler tarafindan sindirim sirasinda gerceklesen in vivo sindirim ve izole
edilmis veya mikrobiyal enzimler (6rnegin Lactobacillus helveticus tarafindan)
yoluyla gida isleme veya olgunlasma sirasinda gerceklesen in vitro sindirimdir (Moller

vd., 2008).

Opiat, antitrombotik, antihipertansif, immiinomodiilator, antilipemik, osteoprotektif,
antioksidatif, antimikrobiyal, ileum biiziicii, antikaryojenik ve biiylimeyi tesvik edici
ozellikler dahil olmak {izere enzimatik proteoliz yoluyla diyet proteinlerinden salinan
peptitler icin ¢ok sayida biyoaktivite tarif edilmistir. Spesifik peptitler bir veya daha
fazla farkli biyolojik etkiye sahip olabilir (Moller vd., 2008).

2.1.2. Alternatif Protein Kaynagi Olarak Yagh Tohumlar

Kiiresel olarak protein talebi arttik¢a, uygun fiyath ve yiiksek kaliteli protein iiriinleri
oldukca ragbet gormiistiir (Giilseren ve Cakir, 2019). Bu durum hayvansal protein
kaynaklarinin yan sira bitkisel protein kaynaklarma olan talebin de artmasina yol
acmustir (Tessier vd., 2020). Gida kaynakli biyoaktif peptitler siit, yumurta, et ve ¢esitli
balik tiirleri ile birgok bitkide bulunmaktadir (Y. Li ve Yu, 2015).

Bitki tohumlari, potansiyel olarak insanlarin refahini artirabilecek proteinler de dahil
olmak {izere 6nemli bir besin kaynag1 olarak hizmet eder. Tohumlar, biyolojik bilesik
iceriklerinin yani sira bircok farmakolojik bilesen veya ilacin onciilleri icin de

potansiyel kaynak gdrevi goriir (Cakir ve Giilseren, 2019).

Protein talebinin stirekli artis1 siirdiiriilebilir bir arz gerektirir (Coskun vd., 2019).
Yagl tohumlar protein igerigi nispeten yliksek oldugundan ve proteinler yagdan
arindirma sirasinda daha da yogunlastigindan, protein iiretimi i¢in makul derecede

ekonomik ve siirdiiriilebilir alternatif bir kaynaktir (Giilseren ve Cakir, 2019).



Yagl tohumlardan yag ekstraksiyonunun yan iriinii olan yagli tohum kiispeleri,
protein igerigi yaklasik %15 ila 50 arasinda degisen degerli bir protein kaynagidir.
Soya fasulyesi, kolza tohumu, pamuk tohumu, aygicegi tohumu ve yer fistig1 gibi
baslica yaglh bitkiler biiyiik miktarlarda proteinli besinler iiretir. Bu yagli tohumlu
bitkiler dncelikle yenilebilir yag kaynagi olarak kullanilmakta ve kiiresel {iretimin
2022/2023'te yaklasik 636 milyon MT olacag: tahmin edilmektedir. Besin agisindan
zengin olmasina ragmen yagli tohum kalintilar1 genellikle atilir veya evcil hayvanlar
icin yem olarak kullanilir. Bununla birlikte, insan tiikketimi i¢in uygun maliyetli ve bol
miktarda protein kaynagi olarak hizmet etme potansiyeline sahiptirler. Aycicegi
kiispesi proteini (AKP) , yaygin bulunabilirligi, yiliksek protein igerigi ve nispeten
diisiik maliyeti nedeniyle en umut verici yagl tohum proteinlerinden biridir (Tessier

vd., 2020).

2.2. Aygcigegi

Aycigegi protein izolatinin (API) fonksiyonel 6zellikleri son yillarda kapsamli bir
sekilde incelenmistir ve sonuglara genel bir bakig, API'nin karmasik gida sistemlerinin
yap1 gelisimi ve stabilizasyonu i¢in alternatif bir protein kaynagi olarak umut verici

oldugunu gostermektedir (Giiltekin Subas1 vd., 2022).

Aycicegi gibi yagh tohumlu bitkilerden elde edilen yagi alinmis unlardan protein
izolatlar1 ve hidrolizatlar tiretilebilmektedir. Son zamanlarda protein hidrolizatlar1 da
biyoaktif peptitlerin kaynagi olarak kabul edilmektedir. Bunlar, gastrointestinal
sindirim sirasinda veya dncesinde in vitro protein hidrolizi sirasinda salinan ve yararl
biyolojik aktiviteye sahip olan gida proteinlerindeki kii¢iik amino asit dizileridir
(Megias, Pedroche, Del Mar Yust, vd., 2009). Insan beslenmesinde nispeten az
tiketilen  aycicegi  ¢ekirdegi, alternatif  bitkisel protein  kaynaklarinin
degerlendirilmesinde, yaklagik %20 protein igermesi sebebiyle umut verici bir aday

olabilir (Tessier vd., 2020).

Aycigek yagi ekstraksiyonundan sonra yagi alinmis kek/kiispe veya pres keki olarak
bilinen degerli bir yan iirlin elde edilir. Kek, yiiksek protein ve lif i¢eriginin yan1 sira
biyoyakit iiretiminde de degerli bir hayvan yemi olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yiiksek protein icerigi, yagi alinmis aygicegi kekini

umut verici ve ucuz bir protein kaynagi haline getirmektedir. Endiistriyel atik/yan
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iirlinlin yeniden degerlendirilmesi, siirdiiriilebilir bitki bazli protein iiretimi yaklagimi

acisindan da 6nemlidir (Giiltekin Subasi vd., 2022).

Bazi igsleme kosullar1 kek bilesimini etkileyebilir. Yag islemeden 6nce tohumlarin
kabugunun ¢ikarilmasi bunlardan biridir ve tam tohum, kismen kabugu ¢ikarilmig
tohum veya tamamen kabugu ¢ikarilmis ¢ekirdek kullanilarak farkli bilesimlere sahip
pres kekleri elde edilmistir. Yagdan arindirma islemi, soguk pres, sicak pres ve/veya
solvent ekstraksiyonu olarak gergeklestirilen kek bilesimini etkileyen bir diger adimdir

(Giiltekin Subasi vd., 2022).

Aycicegi tohumlari yaklasik %20 ham protein igerir (Giiltekin Subasi vd., 2022). Bu
miktar mekanik ekstraksiyon sonrasinda kiispede yaklasik %40’a, yagin organik
coziiciilerle uzaklastirilmasindan sonra ise yaklasik %50’ye ¢ikar (Tessier vd., 2020).
Yagl tohum proteinlerinin ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi, konsantreler (%48-70
protein) elde etmek i¢in biyokiitlenin ndtr veya asidik ortamda veya izolatlar (%85-90
protein) elde etmek ic¢in alkali ortamda islenmesiyle gerceklestirilebilir. Protein
konsantreleri, protein igermeyen bilesiklerin, ozellikle ¢Ozilinebilir minerallerin,
karbonhidratlarin, diigiik molekiil agirlikli nitrojen bilesiklerinin ve besleyici olmayan
faktorlerin biyokiitleden uzaklastirilmasiyla elde edilir. Islemin tiirii, elde edilen
konsantrelerin kalitesini ve miktarin1 etkiler. Ay¢igegi yagh tohum biyokiitlesi goz
online alindiginda, protein ekstrakte edilebilirligi aygicegi kekinin bilesimi ile
iligkilidir ve AP'nin baskin globulin igerigi (11S), protein ekstraksiyonunu zorlastirir

ve ekstraksiyon verimini azaltir (Giiltekin Subas1 vd., 2022).

2.2.1. Diinya Aycicegi Pazar ve Tiirkiye’deki Durumun Incelenmesi

Aycicegi, diinyada yetistirilen en 6nemli yagl tohumlu bitkilerden biri olup, yag
iiretiminde dordiincii sirada yer almaktadir. Baglica iiretici iilkeler Rusya, Arjantin,
Fransa, ABD, Cin ve Ispanya’dir (Villanueva vd., 1999). Diinya ¢apinda aygicegi
(Helianthus annuus L.) tohumu iiretiminin 2022/2023 déneminde 50 milyon tonun
izerinde olacagi tahmin edilmektedir. Ayg¢icegi tohumlari, tipik olarak %30 ile %50
arasinda degisen nispeten yiiksek miktarda protein icerir. Kabuk ayirma ve yag
cikarma isleminin etkinligine bagli olarak kiispedeki protein igerigi %66'ya kadar
cikabilen (Villanueva vd., 1999) bu iirlin insanlar i¢in optimal bir protein kaynagi

olusturabilir (Villanueva vd., 1999). Ayrica, Aycicegi Kiispe Proteini AKP’ler iyi
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dengelenmis bir amino asit profiline sahiptir ve emiilsifiye etme, koplirtme, jellestirme
ve baglama 6zellikleri gibi 1yi tekno-fonksiyonel 6zellikler sergileyebilir (Hadidi vd.,
2024).

2.2.2. Aycicegi Protein izolat

Izoelektrik ¢okeltme, yalnizca ayciceginden degil aym zamanda diger bitki bazl
kaynaklarinda da (Karaca, Low ve Nickerson) en yaygin kullanilan protein izolasyon
yontemidir. Prosediir iki temel adimdan olusmaktadir. Oncelikle pH'1 proteinlerin
tamamen ¢Oziindligli varsayilan noktanin iizerine ¢ikarmak (yaklasik pH 10) ve
ardindan pH'1 proteinlerin ¢okeldigi varsayilan, protein izoelektrik noktasinin altina
diisiirmek (yaklasik pH 4.5). Protein izolatlarinin iiretilmesi i¢in iyon degistirme
kromatografisi veya HPLC, ultrafiltrasyon ve diyaliz (membran teknolojileri) ile

birlestirilmis izoelektrik ¢okeltme uygun uygulamalardir (Giiltekin Subag1 vd., 2022).

Spesifik olarak, bazi fiziksel isleme yOntemleriyle veya daha yiiksek verimlilik i¢in
NaCl ilavesiyle birlestirilmis izoelektrik ¢okeltmenin, uygun, diisiik maliyetli oldugu

goriinmektedir (Giiltekin Subas1 vd., 2022).

2.2.3. Aycicegi Protein Hidrolizatlarimin Hazirlanmasi

Enzimler bir proteinin yapisini ve bunun sonucunda da fizikokimyasal ve islevsel
ozelliklerini degistirir. Ayrica, sinirlandirilmis enzim hidrolizinin, besin degerini
diistirmeden gida proteinlerinin islevselligini iyilestirmenin iyi bir yolu oldugu
belirtilmistir. Onceki ¢aligmalar, organik proteinlerin proteolitik bozunmasinin
hidrolizatin islevselligini etkileyebilecegini gostermistir. Sinirli enzimatik hidroliz,
proteinlerin molekiiler boyutunu, yapisini ve molekiiller aras1 ve molekiil i¢i etkilesim
kuvvetlerini degistirerek islevsel niteliklerini 1iyilestirebilir. Ayrica, protein
hidrolizatlarindaki kiiclik peptitler bagirsaktan serbest amino asitlerden veya
bozulmamis proteinlerden daha hizli emilir (Rout vd., 2024). Bu baglamda ilgili
caligmada sunulan, gida yan iiriinlerinin bir ¢iktis1 olan AKP’lerin hidrolizat olarak

kullanilmasinin makul olacagi sonucuna varilmistir.
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Endiistriyel yag ekstraksiyonu sirasinda aygicegi proteinleri kismen denatiire olur,
dolayistyla ¢oziniirliikleri azalir. Coziiniirliigli arttirmak i¢in proteinler hidrolize
edilerek sivi gidalarin zenginlestirilmesinde gida katki maddesi olarak kullanilabilir.
Yiiksek kalitede iiretilen Aygicegi Protein Izolat1 (API) ile bir endo-proteaz (Alkalaz)
ve ekso-proteaz (Flavorzim) kullanilarak farkli katalitik aktivitelere sahip, dogrudan
kullanilabilecek ytiksek kalitede kapsamli ay¢igegi protein hidrolizati liretilmektedir
(Villanueva vd., 1999). Bu enzimler, proteinlerin par¢alanmasinda oldukga etkilidir ve
bu da hidroliz siirecini daha verimli hale getirir. Alkalaz ve Flavorzim, genis bir pH ve
sicaklik araliginda stabil ¢alisabildikleri i¢in hidroliz siireci kontrollii ve verimlidir. Bu
enzimlerin, istenen tat ve fonksiyonel 6zelliklere sahip peptitlerin elde edilmesinde
basar1 oldugu gozlenmis, ayrica ekonomik ve pratiklik acisindan da uygun
bulunmustur (Park vd., 2023). Bu nedenle ilgili ¢caligmada enzim olarak Alkalaz ve

Flavorzim tercih edilmistir.

2.2.4. Aycicegi Proteinleri Eldesi

Aycicegi yagsiz kiispesi insan beslenmesi igin yararl olabilecek yaklagik %30 protein
icerir ve yagsiz kiispe kullanilarak ayg¢icegi protein izolatlarinin iiretimi, bu tarimsal
yan iriiniin degerini artirmanin bir yolu olarak tanimlanmigtir. Bu protein izolatlari,
iyilestirilmis islevsel ve besinsel 6zelliklere sahip protein hidrolizatlar tiretmek icin
hidrolitik islemlere tabi tutulabilir (Megias, Pedroche, Yust, vd., 2009). Aygicegi
proteinlerinin saflagtirilmasinda genel olarak izlenen adimlar sirasiyla; ekstraksiyon,

coktiirme, diyaliz, kromatografi ve saflagtirma kontroliidiir.

2.2.5. Aycicegi Proteinlerinin Teknik ve Fonksiyonel Ozellikleri

Diyetten alinmasi gereken esansiyel amino asitler arasinda 16sin (Leu), izoldsin (Ile),
valin (Val), lizin (Lys), treonin (Thr), triptofan (Trp), metiyonin (Met), fenilalanin
(Phe) ve histidin (His) bulunur. Tahillarda ve yagli tohumlarda, lizin ve metiyonin
tipik olarak sinirlayict amino asitlerdir ve dolayisiyla besin kalitelerini diisiirtirler.
Ancak diger yagli tohumlarla (soya, kolza tohumu ve kanola gibi) karsilagtirildiginda
ayciceginin daha yiiksek seviyelerde lizin ve metiyonin igerdigi rapor edilmistir.

Aslinda AKP'lerin amino asit bilesimi, lizin hari¢ tiim temel amino asitler i¢in Diinya
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Saghk Orgiiti (DSO)/ Gida ve Tarim Orgiitii (GTO)/Birlesmis milletler (BM)
kriterlerini karsilamaktadir (Hadidi vd., 2024).

Aycicegi tohumlar: iki ana protein tiirii igerir: suda ¢oziinebilen albiiminler (ayrica
aycicegi albiiminleri veya 28 olarak da bilinir) ve tuzda ¢oziinebilen globiilinler (ayn1
zamanda heliantinin veya 11S olarak da bilinir). Bu proteinler yaklagik 2:1 11S-2S
oraninda mevcuttur; bu, aygicegi tohumlarmin yaklasik %60-80 heliantinin ve %25-
30 ay¢igegi albiimini i¢erdigi anlamina gelir. Ay¢icegi albiiminlerinin ¢oziiniirliigii ve
molekiiler agirligi, iyonik giic ve pH'taki degisikliklerden etkilenmez. Aycicegi
albiiminleri, molekiiler kiitleleri yaklasik 10 ila 18 kDa arasinda degisen tek polipeptit
zincirlerinden olusur. 2S alblimin depolama proteinleri (16 kDa) ve metiyonin
acisindan zengin 2S proteinleri (12 kDa) dahil olmak fizere c¢esitli formlarda
bulunabilirler. 9 civarinda izoelektrik noktalar1 vardir, bu da alkalin protein olduklar1

anlamina gelir (Hadidi vd., 2024).

Aycicegindeki fenoliklerin, ozellikle dogal klorojenik asidin  proteinlerin
¢Oziiniirliiglinli azalttig1 bilinmektedir. Ancak fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasi her
zaman proteinin ¢ozlniirliiglinii arttirmaz. Nitekim APK’lar iizerine yapilan bazi
caligmalarda fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasindan sonra ¢6zliniirliigiin daha diisiik
oldugu gozlemlenmistir. API'da bulunan dogal fenolik bilesiklerin protein

¢oziiniirligl tizerindeki etkisi hala net degildir (Giiltekin Subasi vd., 2022).

Aycicegi albliminleri membran filtrasyonu kullanilarak izole edildiginde protein
coOziiniirliglinde (%74) oOnemli bir artis elde edildi. Genel olarak aygicegi
proteinlerinin  ¢ozlnlirliigii ¢esitlilik, iklim kosullari, tarimsal uygulamalar,
ekstraksiyon yontemleri ve saflagtirma teknikleri gibi cesitli faktorlerden etkilenir

(Hadidi vd., 2024).

AKP'lerin minimum ¢oziiniirliglinin pH 5.0 civarinda oldugu ve pH 9'a
yiikseltildiginde yaklasik %74,5'e ¢iktig1 bildirilmistir. Baska bir ¢alismada aygicegi
protein izolatlarinin ve konsantrelerinin ¢ézilintirliigliniin pH 8'de %601 astig1 rapor

edilmistir (Tessier vd., 2020).

Aycicegi cekirdeginden elde edilen API'nin degisen pH araliginda (3.0, 5.0, 7.0, 9.0
ve 11.0) su baglama 6zellikleri karsilastirildiginda en yiiksek su tutma kapasitesi pH
11.0, en diisiik su tutma kapasitesi ise pH 5.0 oldugu goriilmiistiir (Giiltekin Subasi
vd., 2022).
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Arastirmacilar, alkali ekstraksiyonla izole edilen AKP'lerin su baglama kapasitesi ve
yag baglama kapasitesinin sirastyla, 0,98 g su/g protein ve 2,06 g yag/g protein
oldugunu bildirmistir (Tessier vd., 2020).

Fenolik bilesiklerin su baglama kapasitesini, emiilsiyon stabilitesini ve protein
jellerinin sertligini azalttig1, antioksidan kapasitesini ve nihai tirliniin yesilimsi rengini

arttirdig1 da belirtmistir (Giiltekin Subas1 vd., 2022).

2.2.6. Aycicegi Proteinlerinin Diger Maddelerle Etkilesimleri ve Stabilitesi

Protein bazl1 bir kopiigiin iiretimi tipik olarak proteinler ile diger maddeleri i¢eren sulu
bir ¢ozeltinin ¢irpilmasiyla elde edilir. Bir proteinin kopiik olusturma potansiyeli,
koplik olusturma kapasitesi (KK) ve kopiik stabilitesi (KS) cinsinden 6lgiilebilir. KK,
cirpma isleminden hemen sonra belirli bir miktarda proteinden {iretilen koptigiin
baslangic miktariyla iligkiliyken, KS, koptiglin olustuktan sonra c¢okmeye karsi

direncini temsil eder (Tessier vd., 2020).

Aycigegi proteini kiispesinin en yiiksek emiilsifiye etme kapasitesini pH 7.0'da ve en
diisiik pH 4.5'te sergiledigi rapor edilmistir. 4.5 pH degerinde azalan emiilsifikasyon
aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi, proteinlerin izoelektrik noktalar1 yakininda asir

toplanmasina baglanabilir (Hadidi vd., 2024).

2.3. Peynir Alt1 Suyu Proteinleri

Peynir alt1 suyu; laktoz, proteinler, yaglar, suda ¢6ziinen vitaminler, mineral tuzlari ve
mikrobiyal biliylime i¢in diger gerekli besin maddelerinden olusan peynir yapim

siirecinin bir yan tiriintidiir (Nielsen, 2018).

Kiiresel olarak iiretilen peynir alt1 sularmin yalnizca %50’si iirlin formiile etmek igin
kullanilmaktadir. Aritilmadan kamu kanalizasyon sistemlerine atilan peynir alt1 sulari

ne yazik ki kritik bir kirlilik sorunu yaratmaktadir (Leon-Lopez vd., 2022).

Peynir alt1 suyunun bertarafi, yiliksek organik icerigi ve ¢evre lizerindeki potansiyel
etkisi nedeniyle farkli zorluklar ve endiseler dogurdugundan, peynir alt1 suyunu katma
degerli triinlere doniistiirmek, bdylece atik miktarin1 azaltmak ve yalnizca g¢iftlik

hayvanlarmi beslemekle yetinmeyerek, kaynaklar1 en st diizeye ¢ikarmak igin
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yenilik¢i teknolojiler ve siiregler iizerine arastirmalar yapilmasi ¢ok Onemlidir

(Petrovic vd., 2024).

Peynir alt1 suyu, peynir iiretimi sirasinda ¢okeltme ve pithtinin uzaklastiriimasindan
arta kalan sividir. Peynir alt1 suyu, ¢ogunlugu (%90-94) sudan olusan, ayn1 zamanda
yiiksek ve cesitli organik igerige sahip, bulanik sarims1 bir sividir (Ramos vd., 2016).
Her 10 L siitten 9 L peynir alt1 suyu tiretilmektedir (Ledn-Lopez vd., 2022). Peynir alt1
sular1 bu yiiksek {iretim nedeniyle ¢evre i¢in ciddi bir sorun teskil etmektedir. Segici
gozenekli membranlara dayili ayirma teknolojilerindeki ilerlemeler peynir altt suyu
bilesenlerinin yiiksek kalitede izolasyonuna ve fraksiyonlanmasina imkan vermistir
(Ramos vd., 2016). Peynir alt1 sularinin besin degeri yiiksek ve sindirime yardimcidir.

Toplam proteinin yaklagik %20'sini olusturur (Amaya-Farfan vd., 2016).

Hem hayvanlar hem de insanlar {izerinde yapilan calismalar, peynir alti suyu
tiketiminin hem insiilin Uretimini hem de duyarliligini arttiran mekanizmalar
aracilifiyla kan sekeri seviyelerini diislirmeye yardimci oldugunu gostermistir. Buna
ek olarak hidroliz edilmemis (veya pargalanmamis) peynir alt1 sularinin tamaminin tip
2 diyabet hastalarinda etkili oldugu , ancak hidrolizatin insanlarda hentiz denenmedigi

bildirilmistir (Amaya-Farfan vd., 2016).

Peynir alt1 suyu proteini peptitlerinin 6nemi fonksiyonel 6zellikleriyle iliskilidir. Bazi
caligmalar, bu peptitlerin, anjiyotensin doniistiiriicii enzimin (ACE) inhibitorleri
olarak, kan basincinin diizenlenmesi ve bagisiklik sisteminin gili¢lendirilmesi
tizerindeki etkisini gostermistir. Bu hidrolizatlar ayn1 zamanda geriatrik bolgedeki
hastalarda (+65 yas ve lizeri), hafizay1 gelistirerek dopaminin artmasina da yardimci
olur. Gida endiistrisinde peynir alt1 suyu proteini peptitleri antimikrobiyal, antioksidan
aktiviteler ve ayrica emiilsifiye edici Ozellikler sunar. Peynir alti suyu proteini
hidrolizatlarinin tiim fonksiyonel ozellikleri molekiiler agirliklartyla ilgilidir. Bu
ozellikler, protein yapir kompleksinin olusumu sirasinda gizli bir durumdadir ve
yalnizca bu yap1 enzimatik etki, kimyasal hidroliz gibi farkli yontemlerle ve ultrason
ve 1s1l iglemler gibi yeni gelisen teknolojilerin uygulanmasi yoluyla kirildiginda veya

hidrolize edildiginde etkinlestirilir (Leén-Lopez vd., 2022).

B-Laktoglobulin ve a-laktalbiimin, proteolitik enzimlerle sindirim sonrasinda bir¢ok
ACE (Anjiyotensin Dontistiirici Enzim) inhibitoér peptidi serbest birakir. ACE-

inhibitér peptitler ayrica jelatin, misirdan y-zein, bugday tohumundan, arpadan
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hordein, ovalbumin, ay¢icegi, sarimsak, kurutulmus palamut hidrolizatlarindan da

izole edilmistir (Moller vd., 2008).

2.3.1. Yiiksek Katma Degerli Bilesen Olarak Peynir Alt1 Suyu Proteinleri

Peynir alt1 suyunun degerlendirilmesi temel olarak laktozun, proteinlerin veya diger
besin maddelerinin  konsantrasyonuna ve yeni katma degerli bilesiklere
doniistiiriilmesine odaklanir (Sebastidn-Nicolds vd., 2020), (Valdez Castillo vd.,
2020). Peynir alti suyundan bazi katma degerli bilesikler, enzimatik, mikrobiyal,
termal, galakto-oligosakkarit probiyotikler (GOS), laktoz yag asidi esterleri,
biyorenklendiriciler, aroma bilesikleri ve bakteriyel seliiloz gibi farkli biyoteknolojik

yaklagimlardan ekstrakte edilmistir (Lappa vd., 2019).

Galakto-oligosakkaritler (GOS), konak¢1 mikroorganizmalar tarafindan segici olarak
kullanilan ve saglik agisindan fayda sagladig: bilinen iyi bir probiyotik veya substrat
smifidir (Gibson vd., 2017). GOS'un, yararli bagirsak bakterilerinin biiylimesinin
secici olarak uyarilmasi, bagirsakta normal flora dengesinin korunmasi, kalsiyum
emiliminin artmasi ve serum kolesterol seviyelerinin ve kanser risklerinin azalmasi
dahil olmak {izere insan sagligina gesitli faydalar1 vardir. GOS'un saghg gelistiren
etkileri arasinda digerlerinin yani sira immiinomodiilasyon, lipit metabolizmasi,
mineral emilimi, kilo yonetimi ve obezite ile ilgili konular yer almaktadir (Duan vd.,

2021; Duncan vd., 2020; Torres vd., 2010).

Laktoz yag asidi esterleri, gida, kozmetik ve ilag endiistrileri i¢in yliksek 6neme sahip,
kokusuz, toksik olmayan ve biyolojik olarak pargalanabilen bilesiklerdir. Laktoz yag
asidi esterleri, sentetik ylizey aktif maddelerin ¢ekici ikameleri olarak, gida
iiriinlerinde mitkemmel emiilsifiye edici ve stabilite 6zellikleri nedeniyle taninmustir.
Ek olarak, bir¢ok gida kaynakli patojene karsi antimikrobiyal aktivitenin yani sira
antikanser aktivitesi gibi tibbi 6zellikler de sunarlar (Barba, 2021; Enayati vd., 2018;
Staron vd., 2018).

Karotenoidler en énemli dogal pigmentlerden biridir ve genellikle bitkilerden elde
edilebilir. Ancak peynir alt1 suyu veya deproteinize peynir alt1 suyu, glikoz, sakaroz
ve ksiloz gibi ¢esitli karbon kaynaklarmin fermantasyonu igin ¢esitli
mikroorganizmalar (Blakeslea trispora, Mucor azygosporus, Rhodotorula rubra)

karotenoidlerin iretiminde kullanilmaktadir. Karotenoidler antioksidan aktivite,
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kardiyovaskiiler hastaliklar1 azaltma, antidiyabetik, anti-kanser ve antiinflamatuar
aktiviteler gibi biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Peynir alti suyundan elde edilen
karotenoidlere olan ilgi, iiretim maliyetlerini azaltmak i¢in dugik maliyetli
substratlarin  kullanimima odaklanmaktadir (Eggersdorfer ve Wyss, 2018).
Fermantasyon ayrica peynir alti suyundan dogal aroma bilesiklerinin {iretimi i¢in
alternatif bir yoldur ve Metschnikowia pulcherrima , Bacillus
licheniformis , Wickerhamomyces pijperi ve Saccharomyces cerevisiae gibi ¢esitli
maya tilirlerinin kullanimini igerir (Chreptowicz vd., 2018; Izawa vd., 2015; X. Li vd.,

2017; Tirkel vd., 2014).

2.3.2. Diinya Peynir Alt1 Suyu Pazarn ve Tiirkiye’deki Durumun Incelenmesi

Peynir alt1 suyu laktoz, kazein ve protein tozu iiretimi i¢in kaynak olarak kullanilabilse
de, peynir alt1 suyunun yaklasik %50'sinin hala atik su aritma tesislerinde bertaraf
edildigi veya hayvan yeminde kullanildigi tahmin edilmektedir (Pescuma vd., 2015).
Bir ¢alisma, diinya ¢apinda 1,15x108 ila 1,60x108 ton peynir alt1 suyu tiretildigini ve
bu miktarin peynir alt1 suyu tozu iiretimi gerekliliklerini astigin1 gdsterdi (Koller vd.,
2013). Peynir alt1 suyu, laktoferrin veya laktoferrisin gibi proteinler iliretmek igin
kullanildiginda, laktoz acisindan zengin peynir alt1 suyu retentati, atilmasi gereken bir
atik malzeme olarak kalir. Ayrica asit peynir alt1 suyu, stizme peynir, krem peynir ve
stizme yogurt imalatinin bir yan iiriiniidiir. Asit peynir alt1 suyu hayvan yemi olarak
kullanilabilirken, yiiksek asit icerigi nedeniyle geleneksel peynir alt1 suyu protein
konsantrelerine islenmesi zordur (Pescuma vd., 2015; Lievore vd., 2015; Chandrapala
vd., 2015). Peynir alt1 suyunun bertaraf edilmesi su anda siit endiistrisinin kars1 karstya
oldugu dikkate deger bir sorundur (Girotto vd., 2015). Diisiik maliyetli bir karbon
kaynag1 olmasinin yani sira peynir alt1 suyu, enzimler veya asit yontemleri kullanilarak
hidroliz yoluyla fermantasyonda kullanim i¢in kapsamli bir 6n iglem gerektirmemesi

avantajina sahiptir (Gomez vd., 2012; Nielsen, 2018).

2.3.3. Peynir Alti1 Suyu Ultra Filtrasyonu (UF)

Baglica peynir alt1 suyu proteinleri B-laktoglobulin ve a-laktalbliiminin yani sira,
immiinoglobulinler, laktoferrin,  biiylime  faktdrleri, laktoperoksidaz ve  diger

degerli enzimler gibi c¢ok sayida biyolojik olarak aktif kiiglik peynir alti suyu
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proteini peynir altt suyunda bulunabilir. Fermente siit {irlinlerinin {iretimi igin,
genellikle ¢ok yogun 1sitma kosullar1 uygulanir (6rnegin, 5 dakika boyunca 90°C), bu
da dogal peynir alt1 suyu proteininin muazzam bir sekilde kaybolmasina neden olur.
Peynir alt1 suyu proteini i¢in artan piyasa fiyatlari termal siit islemleriyle ilgili olarak
yeniden diislinmeye yol acabilir. Ancak sadece orta diizeyde isitma kosullari
uygulansa bile, peynir alt1 suyundaki dogal protein konsantrasyonu %0.55 ile %0.75
arasinda diisiik konsantrasyonlarda kalmaktadir. Sonug olarak, filtrasyon teknolojisi
bu degerli bilesenlerin zenginlestirilmesinde merkezi bir anahtardir (Fabian Ostertag,

vd., 2023).

2.3.4. Peynir Alt1 Suyu Hidrolizatlarinin Hazirlanmasi

Peynir yapiminda kullanilan siit, peynir mayas1 (rennet) veya asit ile pithtilastirilir. Bu
sayede peynir ve peynir alt1 suyu ayrilir. Pihtilasan peynir siiziiliir, geriye kalan sivi,
peynir alt1 suyu olarak toplanir. Toplanan peynir alt1 suyu, enzimler veya asit ile
hidrolize edilir. Bu islem ile peynir alt1 suyu proteinleri daha kiigiik peptitler ve amino
asitlere parcalanarak proteinlerin sindirimi ve biyoyararlanim arttirilir. Hidroliz
isleminin ardindan, karigim filtrelenir ve kurutulur. Bu sayede hidrolizatin

saflastirilmasi ve toz forma getirilmesi saglanir (Rout vd., 2024).

2.3.5. Peynir Alt1 Suyu Proteinleri Eldesi

Hidroliz edilmis peynir altt suyu, ultrafiltrasyon (UF) membran sistemleri ile
konsantre edilir. Membran kasetleri filtrasyon verimliligi saglar ve enerji tiiketimini
azaltir. Bu asamada, laktoz, mineral vb. diisiik molekiiler agirlikl bilesenler ayrilirken,

yiiksek molekiiler agirlikli proteinler tutulur (Ashaolu vd., 2020).

2.3.6. Peynir Alt1 Suyu Proteinlerinin Teknik ve Fonksiyonel Ozellikleri

Peynir alti suyu peptitleri antihipertansif, antiviral, antikanser, bagisiklik ve
antioksidan gibi miikemmel fonksiyonel Ozelliklere sahiptir ve kardiyovaskiiler,

sindirim, endokrin, bagisiklik ve sinir sistemine fayda saglar (Leén-Lopez vd., 2022).
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Peynir alt1 suyu, siit hacminin yaklagik %85-95'ini temsil eder ve mineraller, proteinler
ve laktoz gibi %55'ten fazla siit besin maddesi igerir (Kaminarides vd., 2020; Guo ve

Wang, 2019).

Tath ve asitli peynir alt1 suyu, siitlin pihtilagmas1 enzimatik etki (rennet) veya sonradan

asitlerin ilavesi gergeklestirildiginde elde edilir (AL-Razaq, 2019; Shenana, 2021).

Peynir alt1 suyunda en ¢ok bulunan besinler sunlardir; laktoz, ¢oziiniir proteinler,
lipitler ve mineral tuzlari. Digerlerinin yani sira NaCl, KCl ve kalsiyum tuzlar
(6ncelikle fosfat) gibi bazi nétr tuzlarin ek varligiyla. Peynir altt suyu bu besinlerin
yani sira laktik ve sitrik asitleri, lire ve iirik asit gibi protein olmayan nitrojen

bilesiklerini ve B grubu vitaminlerini de icerir (AL-Razaq, 2019; Smithers, 2008).

Peynir alt1 suyu ¢ok sayida besleyici, fonksiyonel ve biyoaktif bilesigin degerli bir
kaynagi olarak kabul edilir. Peynir alt1 suyu, ¢cok yonlii saglik odakli bilesikler tiretmek
icin kullanilabilecek yiiksek bir laktoz ve protein icerigi sunar (Kareb ve Aider, 2019),
ayni zamanda ¢Oziinebilir proteinleri ve yliksek diizeyde amino asit, B vitaminleri,
laktoz ve tuz icermesi nedeniyle degerli bir iirlin olarak kabul edilir. Peynir alt1 suyu
strastyla %55-75 ve %40-70 B6 vitamini ve B12 vitamininin yan1 sira tiamin, nikotinik
asit, folik asit ve askorbik asit, riboflavin ve biyotin igerir. Bununla birlikte, asit
pihtilagmasiyla karsilagtirildiginda enzimatik islem sirasinda peynir alti suyunda
onemli bir B12 vitamini konsantrasyonu yer degistirir. Peynir alt1 suyu proteinleri,
izolosin, 10sin ve valin gibi yiiksek miktarda esansiyel ve dalli amino asitler igerir
(Singh vd., 2014). Farkli metabolik fonksiyonlarin diizenleyicileri, kan sekeri
homeostazisi ve siilfiir iceren amino asitlerin dengeli bir kaynagi olarak 6nemli bir rol
oynarlar. Peynir alt1 suyunda kalsiyum, magnezyum, fosfor ve eser miktarda ¢inko gibi
mineraller bulunur ve elektrolitlerin temeli olarak islev gorebilir (Deeth ve Bansal,

2019).

Beta-Laktoglobulin, toplam proteinin yaklasik %50'sini ve siit proteininin yaklasik
%10'unu temsil eden, 1s1yla pihtilasabilen proteinlerin ana peynir alt1 suyu proteinidir.
Molekiil agirligi 8,36 kDa ile 18,20 kDa arasinda degigmektedir. Bir siilthidril grubu
ve iki disiilfit bagindan olusan ve 162 amino asitlik bir peptit zincirinden olusan iki
0zdes alt birimin dimeridir. Bu proteinin ¢oziiniirligii pH'a ve iyonik kuvvete baghdir.
Is1 denatiirasyonu 70—75°C arasinda gergeklesir (Yadav vd., 2015). B-Laktoglobulin

anne siitlinde bulunmaz ve inek siitii tirlinleriyle beslenen bebeklerde bazi alerjik
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reaksiyonlardan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle peynir alt1 suyu bazl
insan siitiini taklit eden ticari {irlinler bulunmaktadir. Geleneksel olarak, [-
laktoglobulin, genellikle iyon degistirme kromatografisi gibi kromatografik
yontemlerle karakterize edilen B-laktoglobulin disindaki tiim serum proteinlerinin
cokelmesine neden olmak igin pH'ta 1sitmali veya i1sitmasiz amonyum siilfat ile

fraksiyonel ¢okeltme yoluyla ayrilir (Schlatterer vd., 2004).

Peynir alti1 suyunun fonksiyonel aktiviteleri bilesimiyle ilgilidir. Laktoz, magnezyum
ve ¢inkonun emilimini arttirir ve ishal tedavisinde daha iyi kabul edilir. Ek olarak,
peynir alt1 suyu proteinleri dnemli biyolojik aktivite ve amino asitlerin yiiksek kaliteli
besin kaynagi, anti-mikrobiyal aktivite, faydali mikrofloranin (Bifidobakteriler)
biiylimesinin arttirilmasi, bagisiklik arttirict 6zellikler ve kanser ve kanser gibi belirli
hastaliklarin kontrolii dahil olmak iizere antitoksin aktivitesi vb. benzersiz fonksiyonel
ozellikler gosterir (Kaminarides vd., 2020; Kareb ve Aider, 2019; Macwan vd., 2016;
Anil Panghal vd., 2018).

Peynir altt suyunun biiylik besin degeri nutrasotik faydalari arttirir, aterosklerozu,
obeziteyi, diyabeti ve kanser riskini azaltir; ayrica peynir alti1 suyundaki kiikiirt amino
asitlerinin varligi, tek karbonlu metabolizmada giiclii hiicre i¢i hiicre takviyesi
glutatyonun onciisii olarak kanser dnleme maddeleri olarak gdrev yapar. Peynir alti
suyu kisa ve uzun vadede gida alimi diizenlemesini etkileyen tokluk sinyalleri
saglayarak viicut agirhiginin diizenlenmesine katkida bulunabilir. Bu 6zelligi sayesinde
fonksiyonel gida iiriinii olarak da tercih edilebilmektedir. (Macwan vd., 2016;

Shenana, 2021; Krol vd., 2017).

Peynir alti suyu proteini, obezite gibi metabolik hastaliklar1 Onlemeyi veya
iyilestirmeyi amaglayan diyette ideal bir icerik olarak seg¢ilmistir. Peynir alti suyu
proteinleri istah1 azaltir ve tokluk hormonlarinin diizenlenmesi ve hepatik
glukoneogenezin degistirilmesi gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla toklugu artirir
(Boscaini vd., 2020; Jakubowicz vd., 2017). Ek olarak, peynir alt1 suyu proteini viicut
kompozisyonunu optimize etmede Onemli bir bilesendir. Bu o6zelligi ile direng
egzersizlerini tamamlayacak sekilde kas kiitlesini, kas giiclinli ve kas hipertrofisini
destekler. Daha hizli sindirimi nedeniyle diger protein kaynaklarina gdre protein
sentezini daha verimli bir sekilde uyarir. Bu 6zellik, 6zellikle esansiyel amino asitler
olmak {izere plazma amino asit seviyelerinde daha hizli bir artisa yol agar (Cereda vd.,
2019; Devries ve Phillips, 2015; Nabuco vd., 2018; Smith vd., 2018). Ayrica, peynir
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alt1 suyu proteini alt fraksiyonlar1 olan a-laktalbiimin ve laktoferrin tiimdr yollarim
engellediginden, spesifik anti-kanser etkileri vardir (Teixeira vd., 2019). Peynir alti
suyu, dall1 zincirli amino asitlerin hizli emilimini artirarak viicutta olumlu etki gosterir.
Peynir alti suyunun, anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitér 6zelligi ve izoldsin-
prolin-alanin tripeptid bileseninden nitrik oksit aracili vazodilatasyonu artirmasi
nedeniyle kan basincini diislirme yetenegi oldugu gosterilmistir. Ayrica peynir alti
suyu proteini tiikketimi, lipoprotein lipaz1 tesvik ederek ve kolesterol emilimini inhibe
ederek lipit metabolizmasini iyilestirebilir (Lee ve, Hur, 2017; Skrzypczak vd., 2019;
Kamonkiat Wirunsawanya vd., 2017).

a-Laktalbiimin, toplam peynir alt1 suyu proteinlerinin %11'ini temsil eder. Kalsiyuma
kars1 yiiksek bir afiniteye sahiptir ve esas olarak triptofan ve sistein ile temsil edilen
esansiyel amino asitlerin mitkemmel bir kaynagidir. Bu protein yapi1 olarak %72
oraninda benzer oldugundan insan a-laktalbiiminine homolog kabul edilebilir. o-
laktalbiiminin molekiiler agirlig1 yaklasik 14 kDa'dir. 63°C'de dort disiilfit ve denatiire
olan kompakt kiiresel bir yapiya sahiptir, ancak sogudugunda dogal durumuna geri
doner. Peynir alt1 suyu, triptofan, lizin, dalli zincirli amino asitler ve kiikiirt igeren
amino asitler dahil olmak {izere biyoaktif peptitlerin ve esansiyel amino asitlerin
onemli bir kaynagidir. Bunlarin hepsi bebek beslenmesi i¢in hayati 6neme sahiptir
(Layman vd., 2018). Sekiz sistein kalintis1 igeren 123 polipeptitten olusur. a-
laktalbiimin, daha iyi biligsel performansa yol agan plazmadaki artan triptofan
immiinomodiilator etkiler ve antitiimor aktivite gibi bagka faydalar da gosterir (Yadav

vd., 2015; Modler, 2009).

Immiinoglobulinler siitteki toplam proteinin %2'sini temsil eden peynir alt1 suyundaki
en biiylik proteinlerdir. Bu proteinler ii¢ ana siiftan olusur; immiinoglobulinler IgG,
IgA ve IgM. Her form ayni temel yapiya sahiptir; 23 kDa'lik iki 6zdes hafif zincir ve
53 kDa'lik iki zincir. Bununla birlikte IgG monomerik formda, IgA dimerlerde ve IgM
tetramerlerde bulunur. Immiinoglobulinler 1stya karsi nispeten stabildir ve
gastrointestinal bozukluk riskini azalttig1 i¢in fonksiyonel gidalar olarak dahil
edilmigstir (Wijayanti vd., 2014; Heidebrecht ve Kulozik, 2019). Ana islevi bakterileri
kapsiillemek, toksinleri notralize etmek ve viriisleri etkisiz hale getirmektir. Ayrica

mide sindirimini destekleyebilir, kolesterol seviyelerini diislirerek kan basicini
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diisiirebilir ve ¢ocuklara yonelik siit formiillerinde siit yerine kullanilir (Yadav vd.,

2015; Modler, 2009).

S1g1r serum alblimini (BSA), toplam siit proteinlerinin yaklasik %5-6'sin1 temsil eder
ve molekiiler agirlig1 66,2 ila 66,5 kDa arasinda degisir. 583 amino asit kalintis1 iceren
tek bir polipeptit zincirinden olusur. Sistein (Cys) amino asit kalintilarinin ¢apraz bagh
17 distlfit kopriisii yapiyr stabilize eder. Denatiirasyon sicakligi 4°C’dir. Aym
zamanda esansiyel amino asitlerin kaynagidir. BSA, yag asitleri, amino asitler, ilaglar
ve inorganik iyonlar dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli ligandlar1 baglayabilir ve dolagim
sistemindeki endojen ve eksojen bilesiklerin birincil tasiyicisi olarak kabul edilir

(Jahanban-Esfahlan vd., 2019; Cheng vd., 2018).

Bu proteinlerin iglevselliginin, insan meme kanseri hiicresi inhibitdér potansiyelleri,
opioid agonist aktiviteleri ve antihipertansif Ozellikleri ile iliskili oldugu rapor

edilmistir (Sharma, 2019; Koh vd., 2019).

Bu, transfer proteinleri ailesine ait olan ve genellikle memeli siitii, gdzyas1, mukus ve
tikiirtiglin ekzokrin salgilarinda bulunan demir baglayici bir glikoproteindir (Modler,
2009; Wang vd., 2016) . Sigir siitiinde 0,1-0,2 g/L konsantrasyona sahip kiigiik bir
bilesendir ve 9,5-10 civarinda yiiksek izoelektrik noktasi ile 80 kDa'lik bir molekiiler
agirliga sahiptir. 700 amino asitten olusan benzersiz bir polipeptit zincirinden olusur;
bu zincir bir veya iki karbonhidrat zinciri icerebilir. Bu protein, bir a-helis yapisiyla
birbirine baglanan, olduk¢a homolog iki lob halinde diizenlenmis tek bir polipeptit
zincirinden olusur. Her lob bir ferrik demir baglama bdlgesi icerir. 16 molekiil ici
disiilfit bagina sahiptir ancak serbest bir siilthidril grubu yoktur (H. Deeth ve Bansal,
2019). Laktoferrin molekiilleri 1s1ya dayanikli olup pH 4'te asitlere karst dayaniklidir;
ayrica trypsin ve kimotripsin etkisine karsi direnglidirler ancak pepsin ile hidrolize
edilebilirler(Sharma, 2019; Wang vd., 2020). Pepsin, gida sindirimi sirasinda midede
iiretilen ana proteolitik enzimdir. Pankreatin, pankreas tarafindan ince bagirsakta
salinan, trypsin, kimotripsin ve elastaz gibi proteazlari igerir (Megias, Pedroche, Del
Mar Yust, vd., 2009). Demiri baglama yetenegi, bakteri ve mantar biiylimesinin
inhibisyonu, belirli hiicre hatlarinin tesviki, lipit peroksidasyonunun 6nlenmesi ve
demirin viicutta iyi emilimi gibi ¢esitli biyolojik islevler saglar. Uygulamalar1 arasinda
saglik takviyeleri, fonksiyonel gidalar ve i¢cecekler, bebek mamalari, kozmetikler ve

agiz bakim tirlinleri yer almaktadir (Sharma, 2019; Wang vd., 2020).
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Laktoperoksidaz, memelilerin meme, tiikiiriik ve gdzyasi bezlerinde bulunan, 78 kDa
molekiiler agirliga sahip bir glikoproteindir. Bu enzim, 612 amino asitten olusan
benzersiz bir polipeptit zinciridir. Laktoperoksidaz 1siya goreceli olarak stabildir,
pastorizasyon islemine (72°C, 15 s) direnglidir ve 78°C'de inaktive edilebilir. Bu
glikoprotein, yag asitleri, aromatik aminler, fenoller ve aromatik asitler dahil olmak
lizere cesitli substratlarin oksidasyonunu katalize edebilir (E. Silva vd., 2020).
Laktoperoksidaz, emziren meme bezinin ve yenidoganlarin bagirsak yolunun patojen
mikroorganizmalara kars1 korunmasinda 6nemli bir rol oynar; gida ambalajina yonelik
filmlerin iiretiminde diger malzemelerle birlikte de kullanilabilir. Ayrica bazi
kanserojenlerin parcalanmasinda ve hayvan hiicrelerinin peroksidatif etkilere karsi
korunmasinda da rol oynar. Tiim bu fonksiyonel 6zellikler bu enzimin gida, kozmetik,
ilag ve tarim endiistrilerinde kullanilmasina olanak saglar (Urtasun vd., 2017; Shokri

ve Ehsani, 2017).

Proteaz peptonlar, peynir alti suyu proteinlerinin heterojen bir karisimi olarak
tanimlanir; Termostabildir ve asit pH degerlerinde ¢oziiniir. Isil islem ve pH'in 4.6'ya
ayarlanmasiyla ayrilabilir. Proteoz pepton 3 (PP3), proteoz peptonun ana faktoriinii
temsil eder, diisiik molekiil agirlikli fraksiyona ve ylizey aktif 6zellige sahip fosforile
edilmis bir glikoproteindir. Soya fasulyesi yagi ve dondurma igeren iirlinlerde
kullanilan su i¢inde yag emiilsiyon modelinde iyi bir emiilsifiye edici aktivite
gosterdigi i¢in proteaz-peptona gida endiistrisinde biiyiik ilgi vardir. Miikemmel
koptik olusturma 6zellikleri sunar (Innocente vd., 2011) ve siit asidik kosullar altinda
95°C'de 20 dakika 1sitildiginda ¢o6ziinebilir kalan siit kismidir. Bu protein bir
immiinomodiilator, anti-bakteriyel olarak gorev yapar ve aym zamanda lipaz

aktivitesini de inhibe eder (Yadav vd., 2015; Karamoko vd., 2016).

Glikomakropeptid (GMP), peynir alti suyunda bulunan ve «k-kazein proteinleri
tizerindeki enzimatik etkinin (rennin) etkisiyle ayrilan bir peptittir. Kazein
makropeptidinin glikolize formudur. Glikomakropeptid, 6.8 kDa molekiil agirligina
sahip, 64 amino asitten olusan ¢dzliniir bir peptittir. Basta galaktozamin, galaktoz ve
sialik asit olmak iizere degisken miktarlarda oligosakarit icerir; yiyecek, igecek,
kozmetik, fonksiyonel ve tibbi takviyelerde uygulanmasi icin bir bilesen olarak
mevcuttur ve ayrica biyolojik faydalar ve anti-enfektif ve antioksidan aktivitelerle de

iligkilidir (Chungchunlam vd., 2014; O’Riordan vd., 2018).
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GMP'li gida takviyesi, bir immiinomodiilatér ve anti-inflamatuar protein gorevi
gordigi i¢in cesitli saglik potansiyelleri ortaya
cikarir. Bifidobacterium ve Lactobacillus sp. lizerinde prebiyotik etkiye sahiptir. Ayni
zamanda  kalsiyum  emilimini  arttirir, kemik  sagligim tyilestirir
ve Sobrinus, Sanguis ve Streptococcus mutans (H. Deeth ve Bansal, 2019; Sharma,
2019; Mehra vd., 2021) dahil olmak iizere bir¢ok karyojenik bakterinin yapigsmasini
engeller (Leén-Lopez vd., 2022).

Hidrolize peynir alt1 suyu sirast ile antihipertansif, antiviral, antidiyabetik, antioksidan

ve kanser Onleyici fonksiyonel 6zelliklere sahiptir.

Peynir alti suyunun biyolojik fonksiyonlar1 temel olarak kardiyovaskiiler, sindirim,
endokrin, bagisiklik ve sinir sistemleriyle ilgilidir. Ancak biyoaktif peptitlerin ¢ogu
dogal peynir alt1 suyu proteininde sifrelenmistir, bu nedenle bu peptitleri serbest
birakmak i¢in silit peynir altt suyu hidrolizatlar1 iireten hidroliz yontemlerinin
uygulanmast gerekir. Son yillarda siit peynir alti suyu hidrolizatlari, bagisiklik,
antioksidan, antikanser, antiviral ve antihipertansif gibi saglik tizerinde faydal etkiler
iiretebilen fonksiyonel bir bilesen olma potansiyelleri nedeniyle arastirilmaktadir.
Ayn1 zamanda hidrolizatlarin {iretimi, peynir alt1 suyu proteinine deger katma ve ayni
zamanda ¢evreyi kirletici etkilerinden koruma agisindan ilging bir yaklasim olabilir

(Dullius vd., 2018; Nasri, 2017; Ballatore vd., 2020; Silva vd., 2014).

Hipertansiyonun yonetimi ¢ok faktorlii bir konudur. Antihipertansif etkinlik icin ACE
inhibitor ilag recetesi, kilo kaybi dahil yasam tarzi degisiklikleri, sigaray1 birakma,
sodyum ve alkol alimin1 azaltma gibi dnlemeye yonelik cesitli faaliyetlerden istifade
edilmektedir. Bu Onerilerin yani sira, fermantasyon yoluyla elde edilen siit tiirevi
peptitler, milkemmel ACE engelleme kapasitesi ve dolayisiyla kan basincin diistirticii

etki gostermektedir (Bhat vd., 2014).

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda Oliimlerin ana nedenidir. Renin-
anjiyotensin sistemi kan basincini kontrol eden yoldur. Anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (ACE), viicuttaki kan basincim1 degistirmekten sorumludur. ACE,
vazokonstriktor ~ etki  saglayarak  anjiyotensin  I'in  anjiyotensin  II'ye
doniistiiriilmesinden sorumludur (Cracowski ve Boutouyrie, 2016). Bu hastaliklar
kontrol altina almak i¢in sentetik ilaglarin kullanilmasi 6ksiiriik, tat alma bozuklugu

ve deri dokiintiisii gibi cesitli yan etkilere neden olur. Bu nedenle, arteriyel
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hipertansiyonun 6nlenmesi ve/veya tedavisi i¢in bir alternatif, antihipertansif peptitler
gibi dogal kaynaklardan (hayvan veya bitkisel) elde edilen biyoaktif bilesenlerin
kullanilmasidir (Herrera-Ponce vd., 2019; Bhat vd., 2014; Fuentes-Garcia, 2017).

Cesitli calismalar ACE inhibisyonu i¢in peptitlerin etki mekanizmasini gostermistir.
Iki farkli noktada aciklanabilir. ilki, fizyolojik onemden kaynaklanmaktadur,
gastrointestinal sindirim ve tasinma, peptitlerin biyoyararlaniminin 6niindeki ana
engeller oldugundan, peptitlerin oral yoldan verilmesi, antihipertansif etkilerini
gostermek icin aktif bir formda kan dolasimma ulasir. Ikincisi, gastrointestinal
proteazlar yoluyla peptitlerin sindirimi, ACE inhibitr kapasitesine sahip peptitlerin

iiretimi i¢in bir siire¢ olarak kullanilabilir (Miralles vd., 2018).

Miralles ve arkadaslar1 (Miralles vd., 2018) antihipertansif peptitlerin incelenmesi
alaninda ilerlemeler bildirdiler. Gidalardan elde edilen antihipertansif peptitlerin
saglikli beslenmede iyi bir fonksiyonel ajan kaynagi oldugu sonucuna vardilar.
Bununla birlikte, oral alimdan sonra, bu peptitler sindirim ve emilim sirasinda
hidrolize edilir ve boylece daha gii¢lii ve daha kalic1 bir antihipertansif etki gosterdigi
ortaya ¢ikan daha kisa peptit formlar1 elde edilir. Bu peptit biyotransformasyonu, in
vitro ACE inhibitor aktivite tekniginin antihipertansif etkisini gdstermek i¢in yeterli
olmamasinin nedenidir. ACE aktivitesini engellemeye yoOnelik peynir alti suyu
peptitleri {izerine yapilan calismalar ¢ok azdir; bunun nedeni B-laktoglobulinin

yapisinin sindirim enzimlerine direngli olmasi olabilir (Hammam vd., 2017).

Valil-prolil-prolin (Val-Pro-Pro) ve izoldsil-prolil-prolin (Ile-Pro-Pro) gibi kazeinden
tiretilen tripeptitler in vivo olarak gosterildigi gibi miikemmel antihipertansif
ozellikler sundugu iyi bilinmektedir (Jahandideh ve Wu, 2020), (Beltran-Barrientos
vd., 2016). Fermente siit ve kazein hidrolizatlar1 iceren bu biyoaktif tripeptitlerin agiz
yoluyla alinmasinin, apolipoprotein E eksikligi olan farelerde ateroskleroz gelisimini

zayiflatmasi gibi ek faydalar da rapor edilmistir (Ledn-Lopez vd., 2022).

Antiviral peptitler sentetik terapotik maddelere ideal alternatifler olarak kabul edilir.
Peptit etkisinin mekanizmas1 yapilarina baglidir ve dogal formun modifikasyonu ile
gelistirilebilir. Peptitlerin antiviral etkisi lic mekanizma yoluyla olusturulabilir; (I)
virlis yapismasini ve hiicre zar1 fiizyonunu engelleyen peptitler; (II) viral zarfi bozan

peptitler; ve (IIT) viral polimeraz ile etkilesime girerek viriis replikasyonunu inhibe
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eden peptitler. Laktoferrin ve hidrolizatlari, virlis benzeri adenoviriis, ¢ocuk felci
viriisii, rotaviriis, hepatit B viriisii, Zika, dang viriisii, influenza viriisi A HIN1 ve
solunum sinsityal virlisiine karsi antiviral multiaktiviteye sahiptir. Antiviral etki,
viriistin kulugka siiresine, hidrolizatlarin konsantrasyonuna ve elde etme yontemine
baghdir. Izoelektrik noktasi 10'un iizerinde olan bazik, alifatik ve polar amino
asitlerden olusan, molekiiler agirligr 10 kDa'nin altinda olan hidrolizatlar, amfipatik
yapilar olusturma kapasiteleri nedeniyle miikemmel antiviral etki gosterirler. Iyi
etkinlikleri, giivenli, segicilikleri ve Ongoriilebilir metabolizmalari, ilag iiretiminde
peptitlerin temel giiglii yonleridir (Skalickova vd., 2015; Ng vd., 2015; Garg ve
Kumar, 2021; Ashaolu ve Ashaolu, 2020; Sitohy vd., 2020).

Kanser dnleyici etkinliginde ise gida kaynakli protein hidrolizatlar1 veya izole edilmis
peptitler, ¢esitli molekiiler mekanizmalar yoluyla antikanser aktivitelere sahiptir. Bu,
apoptozun uyarilmasini, hiicre dongiisii isleyisinin durdurulmasini, hiicre zar1 hasarini,
hiicre yapismasinin inhibisyonunu, topoizomerazlari, bagisiklik tepkisinin
modiilasyonunu ve hiicre i¢i sinyallemenin inhibisyonunu igerir (Chalamaiah vd.,
2018), (Umayaparvathi vd., 2014). Prolin, 16sin, glisin, alanin gibi peptitlerin bazi
baskin hidrofobik amino asitlerinin ve bir veya daha fazla lizin, arginin, serin, treonin
ve tirozin kalintisinin antikanser aktivitesinde dnemli bir rol oynadigi rapor edilmistir
(Wang ve Zhang, 2017). Peptitlerin antikanser aktivitesi, amino asit kompozisyonu,
sekanst ve hidrofobikligi gibi yapisal Ozelliklerine dayanmaktadir. Peptitlerin
molekiiler agirligt ne kadar diisiikse, kanser hiicresi bilesenleriyle etkilesimlerin
molekiiler hareketliligi ve yayilimi1 o kadar yiiksek olur ve dolayisiyla daha giiglii
antikanser aktivitesi olur. Laktoferrinden elde edilen peptitler metastaz1 azaltti ve
tlimorlerin biiylimesinde énemli bir gecikme yasadi (Chalamaiah vd., 2018; Kamal

vd., 2018).

Immiinomodiilatér aktivitenin mekanizmasi temel olarak makrofajlarin aktivasyonu,
fagositozun uyarilmasi, 16kosit sayisinin artmasi, sitozinler, immiinoglobulinler gibi
immiin modiilatorlerin uyarilmasinin artmasi, NK hiicrelerinin uyarilmasi, splenositler
tizerindeki uyart etkisi ve mitojenle aktiflesen protein kinazin aktivasyonu yoluyla
gerceklesir. Bu mekanizma, peptitlerin immiin yanitlart modiile edebildigi amino asit

dizisine, bilesimine, uzunluguna ve yapisina baghdir (Chalamaiah vd., 2018).

a-Laktalbiimin, 123 amino asitten olusan ve molekiil agirlig1 yaklasik 14 kDa olan
kiigiik bir proteindir (Smithers, 2008), (Permyakov ve Berliner, 2000). Bu proteinin
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hidrolizi, antimikrobiyal (Pellegrini vd., 1999) ve immiin sistemi uyarici (Cross ve
Gill, 2000) 6zelliklerin yan1 sira antihipertansif (FitzGerald vd., 2004) bir etki saglar.
Proteinler, antikorlar tarafindan tanimlanan ve ardindan alerjenik bir reaksiyonu
tetikleyen, epitop ad1 verilen bdlgeleri sunan antijenler olarak islev goriir (X. Li vd.,

2016; Willison vd., 2013; Pomés, 2010).

Izotiyosinatlar saglik 6zellikleriyle baglantilidir ve karnabahar, brokoli ve lahana gibi
bitkilerde bulunan glukozinolatlarin par¢alanmasi ile ortaya ¢ikar (Keppler vd., 2014;
Guzman-Pérez vd., 2016).

Spotell ve ark., (Spéttel vd., 2021), yiiksek performansli kromatografi-immiin boyama
(HPTLC-IS) analizi kullanilarak, ayrildiktan sonra dogrudan plaka {izerinde
gerceklestirilen dogal islenmemis ve benzil izotiyosiyanat (BITC) ile modifiye edilmis
a-laktalbliminde immiinolojik boyama gerceklestirdi. HPTLC immiin boyama
prosediiriiniin proteinin {iglinclil ve ikincil yapisini tahrip etmedigini bildirdiler.
Proteinin BITC ile kimyasal modifikasyonu, protein molekiiliiniin yapisal
degisikliklerinden tiiretilmis ve alerjenitedeki artis1 etkilemistir (Ledn-Lopez vd.,

2022).

Peptit parcalarin antioksidan aktivitesi soya fasulyesi (Chen vd., 1998) ve bezelye
tohumu (Pownall vd., 2010) gibi farkli bitkisel kaynaklarda arastirilmustir. Iceceklerde,
siit peynir altt suyu ve muz ¢arkifelek meyvesinin besin 6zelliklerinin birlesimi,
fenolik bilesiklerin varligt nedeniyle igecegin antioksidan ozelliklerini artirdig
bildirilmistir. Posanin igerigi ne kadar yliksekse, antioksidan aktivite o kadar yiiksektir
(Vivas vd., 2016). Ek olarak eksi elma (Guimaraes vd., 2019) ve ahududu eklenmis
peynir alti suyu siitine dayali saglikli fonksiyonel igeceklerin antioksidan
ozelliklerinin yani sira antihipertansif aktivitelerini de artirdig: bildirilmistir (Ferreira

vd., 2019).

2.3.7. Beyaz ve Kasar Peynir Alti Suyu Proteinlerinin Benzerlik ve Farkhiliklar:

Beyaz ve kasar peynir rennet (peynir mayasi) kullanilarak elde edilir ancak kasar
peyniri liretimi esnasinda peynir alti suyu tamamen ayrilarak fermantasyona
birakilirken beyaz peynir iiretiminde bir miktar peynir altt suyu bulunur. Genellikle
pH degerleri 5.6 ve lizerindedir. Beyaz peynir alt1 suyu iiretiminde, pihtilastirma ve

kesme islemleri sirasinda peynir alti suyu ayrilir, ancak tamamen uzaklastirilmaz.
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Kasar peynirde ise liretim siirecinde peynir alti suyu tamamen ayrilir ve teleme
haslanarak sekillendirilir. Bu islem sayesinde kasar peyniri daha sert ve yogun bir yap1
kazanir. Beyaz peynir alti suyu daha az asidik ve tatli peynir alt1 suyu olarak
simiflandirilir. Beyaz peynir liretiminde peynir alti suyu tamamen ayrilmadigindan,
peynir alt1 suyunda bulunan proteinler (6zellikle whey proteinleri) daha az denatiire
olur. Bu nedenle beyaz peynir alt1 suyu daha yliksek biyolojik degere sahiptir. Kasar
peynir iiretiminde peynir alt1 suyu tamamen ayrilir ve teleme haglanarak sekillendirilir.
Bu islem sirasinda whey proteinleri daha fazla denatiire olur. Bu durum kasar peynir
alti suyunun yapisinin daha fazla degismesine ve biyolojik degerinin bir miktar
diismesine yol agabilir. Bu farkliliklar peynir altt suyunun kullanim alanlarin1 ve besin

degerlerini etkileyebilir (Garg vd., 2021).

2.3.8. Beyaz ve Kasar Peynir Alti Suyu Proteinlerinin Diger Maddelerle

Etkilesimleri ve Stabilitesi

Beyaz peynir ve kasar peynir alt1 suyu proteinlerinin diger maddelerle etkilesimi ve
stabilitesi, iiretim siireglerindeki farkliliklar nedeniyle degisiklik gosterebilir; beyaz
peynir alti suyu proteinleri daha az denatiire olduklar1 i¢in daha yliksek biyolojik
degere sahiptir. Bu proteinler, emiilsifikasyon, jel olusturma ve su tutma kapasitesi
gibi fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler, gida iiriinlerinde kivam arttirma ve

stabilite saglama ag¢isindan 6nemlidir.

Kasar peynir alt1 suyu proteinleri, liretim siirecinde daha fazla denatiire olur. Bu
proteinler, beyaz peynir alt1 suyu proteinlerine gére daha az fonksiyonel olabilir, ancak
yine de emiilsifikasyon ve jel olusturma kapasitesine sahiptir. Bu 6zellikler, gida

sanayisinde kullanildiginda 6nem arz eder (Dullius vd., 2018).

2.4. Biyoaktif Peptitler

Biyoaktif peptitler, tiiketildiginde fizyolojik faydalar saglayan, yaklasik 2-20 amino
asit uzunlugundaki kisa dizilerdir. Ana proteinlerin dizisinde aktif degildirler ve uygun
yontemler ile proteinlerden salinabilirler. Biyoaktif peptitler bagirsakta emilebilir ve
dogrudan kan akigina girebilir, bu da onlarin biyoyararliligini ve hedef bolgede

fizyolojik etkinligini saglar (Li ve Yu, 2015).
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Bir diyet bileseninin ‘biyoaktif’ olarak kabul edilebilmesi icin, fizyolojik agidan
gercekgi bir diizeyde olgiilebilir bir biyolojik etki saglamasi gerekir. Olgiilen
biyoaktivitenin (en azindan) saglig1 faydali bir sekilde etkileme potansiyeline sahip
olmas1 gerekir. Dolayisiyla potansiyel olarak zararli etkiler (toksisite, alerjenite ve
mutajenite gibi, ki bunlar sliphesiz ‘biyoaktivitenin’ tanimindaki bir yansimasidir) bu

tanimin disinda birakilmalidir.

Biyoaktif proteinler ve peptitler i¢in in vitro ve hayvan deneylerinden sonra
immiinomodiilator, antihipertansif, osteoprotektif, antilipemik, opiat, antioksidatif ve

antimikrobiyal gibi ¢ok sayida etki tanimlanmigtir (Moller vd., 2008).

Mevcut bilgilere gore, biiylikbas hayvan siitii, peynir ve siit lirlinleri, gidalardan elde
edilen biyoaktif protein ve peptitlerin agik ara en biiyik kaynaklari gibi

goriinmektedir.

Ancak biyoaktif peptitler ve proteinler diger hayvan ve bitki kaynaklarindan da elde
edilir. S1g1r kaninda, jelatin, et, yumurta ve ton baligi, sardalya, ringa balig1 ve somon
gibi c¢esitli balik tiirlerinin yani sira bugday, misir, soya, aycicegi ¢ekirdegi, piring,
mantar, kabak ve sorgumda biyoaktif proteinler dogrudan tespit edilmis veya
hidrolizasyon veya fermantasyon ile salindiktan sonra tespit edilmistir (Moller vd.,

2008).

Biyoaktif peptitler, protein iceren gidalarin iglenmesi veya sindirimi sirasinda
olusabilir. Ayrica gida proteinlerinin in vitro par¢alanmasiyla da biyoaktif peptitler
iretilebilir (Giilseren ve Cakir, 2019). Sindirim sirasinda olusan bu peptitler saglik
acisindan onemlidir. Biyoaktif peptitler sentetik ilag molekiilleri kadar gii¢lii olmasa
da belirgin yan etkileri olmamasi nedeniyle fonksiyonel gidalarda kullanilabilir
(Giilseren ve Cakir, 2019) ve faydali etkileri oldukca c¢esitlidir. Bunlar arasinda
antioksidan, antihipertansif, antidiyabetik, antikarsinojenik, antimikrobiyal ve
immiinomodiilator aktiviteler bulunabilmektedir (Giilseren ve Cakir, 2019; Li ve Yu,

2015).

Biyoaktif peptitler, tiim bagirsak boyunca gida proteinlerinden serbest birakilabilir ve

ince ve kalin bagirsakta biyoaktivite gosterebilirler (Moller vd., 2008).

Bilinen biyoaktif peptitlerin ¢ogu bagirsak kanalinda emilmez. Bu nedenle bir¢cok
protein ve peptit ya dogrudan bagirsak kanalinda ya da bagirsaktaki reseptorler ve

hiicre sinyalleri yoluyla etki edebilir (Méller vd., 2008).
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2.4.1. Biyoaktif Peptitlerin Tanimlanmasi ve Karakterizasyonu

Biyoaktif peptitlerin tanimlanmasi1 ve karakterizasyon siireci; elde edilmesi,
saflagtirilmasi, tanimlanma ve karakterizasyon asamalarindan olusur. Elde edilmesi;
hidroliz, proteinler, enzimler veya fermantasyon kullanilarak kii¢lik parcalara ayrilir.
Yeni teknolojiler; ultrasonikasyon ve yiiksek basing gibi modern yontemlerde
kullanilabilir. Saflagtirma; membran filtrasyonu, peptitler molekiiler agirliklarina gore
ayrilir. Kromatografi yontemleri, HPLC gibi yontemlerle proteinler daha saf hale
getirilir. Tanimlama ve karakterizasyon; kiitle spektrometresi, peptitlerin amino asit
dizilerini belirlenir. Biyoinformatik araclar; peptitlerin biyolojik aktivitelerini tahmin
etmek ve analiz etmek icin kullanilir. Bu adimlar, biyoaktif peptitlerin saglik
tizerindeki etkilerini ve potansiyel kullanim alanlarimi belirlemek i¢in 6nemlidir

(Mojica vd., 2017).

2.4.1.1. Antihipertansif Peptitler

Hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya cikmasina neden olan risk
faktorlerinden biridir (Goksu vd., 2022). Hipertansiyon, dinlenme durumunda arteriyel
sistolik ve/veya diyastolik kan basincinin yiikselmesi (f 140/90 mmHg) olarak
tanimlanir. Gilinlimiizde hipertansif hastaliklar insan saghigini ciddi anlamda tehdit
etmektedir. Hipertansiyonun diinya ¢apinda ortalama yaygimligi %15 civarindadir (Li

ve Yu, 2015).

Anjiyotensin  [-doniistiiriici  enzim (ACE), membrana bagli bir ¢inko
metalloproteazidir ve glikozidik baglar igerir. ACE, kan basincini, su ve tuz dengesini
belirleyen renin-anjiyotensin sisteminde kritik bir role sahiptir. Bu enzim, anjiyotensin
I hormonunu, bir damar daraltict (vazokonstriktdr) bir hormon olan anjiyotensin II
hormonuna doniistiirlir ve ayrica; damar genisletici (vazodilatdr) bir peptit olan
bradikinini de hidroliz ederek yikar, boylece peptidin damar genisletici fonksiyonunu
engeller. Bu sekilde, ACE, tansiyonu yiikseltir ve kandaki s1v1 ve tuz dengesini ayarlar
(Caglar, 2019). Bu iki etki nedeniyle, ACE, insanlarda kan basincin1 arttirma
potansiyeline sahiptir (Coskun vd., 2019; Giilseren ve Cakir, 2019).

Anjiyotensin [-doniistiiriicii enzim (ACE; peptidildipeptid hidrolaz, EC 3.4.15.1) kan
basincinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Renin-anjiyotensin sistemi i¢inde

ACE, anjiyotensin I'den, vazokonstriksiyona ve ardindan kan basincinda artigsa neden
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olan bir hormon olan anjiyotensin II'ye doniisiimii katalize eder. Ayrica ACE,
vazodilator 6zelliklere sahip olan bradikinini de parcalar. Boylece ACE inhibitorleri
hipertansiyonu diisiiriir ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nledigine inanilir (Méller vd.,

2008).

Hipertansiyon ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin klinik tedavisinde
sentetik anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri de dahil olmak iizere
cesitli ilaglar yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat bu sentetik ilaglar ishal, alerji, deri
dokiintiileri, bobrek fonksiyon bozuklugu ve bazen de hipotansiyon gibi cesitli yan
etkilere sebep olabilmektedir. Bu yiizden dogal ve giivenli ACE inhibitorlerinin
arastirilmasi kritik bir arastirma alanidir. (Goksu vd., 2022). ACE-inhibitor peptitleri,
sentetik ilag molekiillerinin belirgin yan etkilerini gostermeden kan basincini ve
hipertansiyon azaltma yetenegine sahiptir (Coskun vd., 2019; Giilseren ve Cakir,

2019).

Ornegin antihipertansif etki gdsterebilmek icin peptitlerin bagirsaktan emilmesi ve
Oonemli konsantrasyonlarda kan damarlarindaki hedef hiicrelere ulagsmasi gerekir

(Moller vd., 2008).

Gidalarda bulunan ACE inhibitor peptitlerinin arastirilmasi ¢ok aktif bir arastirma
alan1 olmasina ragmen, peptit dizileri ve biyolojik aktivite ile ilgili bilgi iceren az veri

taban1 mevcuttur (Alcaide-Hidalgo vd., 2020).

2.4.1.2. Antidiyabetik Peptitler

Tip 2 diyabet (T2D), diinyada 347 milyondan fazla kisiyi etkileyen ve iki ana diyabet
tirtiniin %901 olusturan edinsel ve ¢ok faktdrlii saglik sorunlarinin 6zelliklerini

tastyan bir durumdur (Amaya-Farfan vd., 2016).

Dolasim sistemi hastaliklarinin risk faktorleri arasinda hipertansiyon ve diyabet
tedavisinde kullanilan ACE ve DPP 4 inhibitorleri 6nemli bir yer tutmaktadir (Caglar,
2019).
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2.4.1.3. Covid 19 Onleyici Aktivite

Biyoaktif peptitlerin Covid-19 onleyici aktivite gosterebilir. Antiviral etkinligi
sayesinde, biyoaktif peptitler, viriislerin hiicrelere girmesini engelleyebilir veya

viriislerin ¢ogalmasini durdurabilir.

Biyoaktif peptitler, bagisiklik sistemini destekler, giiclendirir ve viicudun viriislere
kars1 daha etkili bir savunma yapmasina yardimci olabilir. Anti-inflamatuar 6zellik
acisindan biyoaktif peptitler, inflamasyonu azaltarak covid-19’un neden oldugu asir1
bagisiklik tepkilerini hafifletebilir. Bu 6zellikler, biyoaktif peptitlerin covid-19’a kars1

koruyucu bir rol oynayabilecegini gdstermektedir (Ahvanooei vd., 2022).

2.4.2. Biyoaktif Peptit Uretimi, Konsantre Edilmesi ve Saflastirllmasi

Bazi iriinlerin endiistriyel uygulamalara gecisinde ve gida alaninda uygulamalarda
hala eksiklikler s6z konusu olsa da halihazirda birgok tescillenmis biyoaktif peptit
piyasalarda satilmaktadir. Ozellikle protein bakimindan zengin atik veya isleme yan
iriinlerinin bu sekilde islenerek saglik {izerine olumlu etkileri olan, katma degerli yeni
driinlerin tretimi iilke ekonomisine de katki saglayacaktir. Ayrica fonksiyonel
iriinlerin gelistirilmesinde biyoaktif peptitlerin kullanimina yonelik yeni aragtirmalara

ihtiya¢ vardir (Palamutoglu ve Kasnak, 2018).

Bugiine dek, farkli gida matrislerine dahil edildiklerinde protein hidrolizatlarinin
biyoaktivitesi, 6zellikle de olasi antidiyabetik aktivitesi tizerindeki etkisi hakkinda,
rutin olarak kullanilan endiistriyel isleme ve depolama kosullar: ile ilgili bilgiler

siirlidir. (Harnedy-Rothwell vd., 2021)

2.4.3. Biyoaktif Peptitlerin Biyolojik Fonksiyonelliklerinin Incelenmesi

Peptitlerin elde edilmesinde enzimatik hidroliz isleminden yararlanilir. Proteinler,
enzimler yardimiyla kiiglik peptitlere ayrilir.  Fermentasyon isleminde
mikroorganizmalar kullanilarak proteinler pargalanir ve biyoaktif peptitler elde edilir.
Saflastirma ve tanimlamada, kromatografik yontemler kullanilir. Peptitler, HPLC gibi
yontemlerle saflastirilir. Kiitle spektrometresi; peptitlerin amino asit dizileri belirlenir.
Biyolojik aktivite testi olan, in vitro testlerle, hiicre kiiltiirlerinde peptitlerin biyolojik

aktiviteleri (6rnegin; antioksidan, anti-inflamatuar) test edilir. /n-vivo testler, hayvan
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modellerinde peptitlerin biyolojik etkileri incelenir. Biyoyararlanim ve stabilite;
sindirim simiilasyonlari, peptitlerin sindirim sisteminde nasil davrandigi ve ne
kadarinin emildigi incelenir. Stabilite testleri; peptitlerin farkli kosullarda (6rnegin,
pH, sicaklik) ne kadar stabil oldugu test edilir. Bu agamalar, biyoaktif peptitlerin saglik
tizerindeki potansiyel etkilerini ve endiistriyel uygulamalarint belirlemek i¢in

onemlidir (Lestringant vd., 2014).

2.4.4. Biyoaktif Peptitlerin Endiistriyel Uygulamalarda Kullanimi

Biyoaktif peptitlerin endiistriyel uygulamalarda ¢esitli kulanim alanlar1 mevcuttur.
Baslica kullanim alanlar1 gida, ilag, kozmetik endiistrisi ve hayvan yemleridir. Gida
endiistrisinde, fonksiyonel gida iiretimi i¢in biyoaktif peptitler, gidalara eklenerek
besin degerini artirir ve saglik acisindan yarar saglar. Ornegin, antioksidan, anti-
inflamatuar ve kan basicini diisiiriici 6zelliklere sahip olabilirler. Gida atiklarinin
degerlendirilmesinde, gida tiretiminde ortaya ¢ikan yan iirlinlerden biyoaktif peptitler

elde edilerek, bu atiklar ekonomik degere doniistiiriiliir (Gantumur vd., 2023).

Kozmetik endiistrisinde biyoaktif peptitler, cilt bakim iiriinlerinde kullanilarak cilt
yenilenmesini tegvik eder ve yaslanma belirtilerini azaltir. [lag endiistrisi, tedavi edici
iriinler olarak kullanilabilen biyoaktif peptitler, cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilir. Ornegin; antimikrobiyal, antikanser ve bagisiklik sistemini diizenleyici
ozelliklere sahip olabilirler. Tarim ve hayvancilikta ise biyoaktif peptitler, hayvan
yemlerine eklenerek hayvan sagligini ve biliylime performansini iyilestirebilir. Bu
uygulamalar, biyoaktif peptitlerin ¢ok yonli ve degerli bilesenler oldugunu

gostermektedir (Hartmann vd., 2007).

2.4.4.1. EKkmek

Ekmek, genel olarak biyoaktif bir {iriin olarak kabul edilmez. Ancak ekmekte bulunan
baz1 bilesikler biyoaktif dzellik gdsterebilir. Ornegin tam bugday unu ile iiretilen
ekmekler daha fazla lif, vitamin ve mineral igerir. Bu bilesikler, sindirim sagligina ve
genel saglik durumuna olumlu etkiler yapabilir. Eksi mayal1 gibi fermente {iriinler ise

probiyotik 6zellikler gostererek, bagirsak saghgini desteklebilir. Ilgili ¢alismada
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probiyotik etki gosteren eksi maya degil, probiyotik etki gdstermeyen ve hizli kabarma

saglayan instant maya kullanilmistir.

Sade tuzsuz ekmek; un, su ve maya gibi basit bilesenlerden elde edilir. Un olarak
genellikle bugday unu kullamilir. ilgili ¢alismada da bugday unundan istifade
edilmistir. Bugday unu, protein (gluten) ve karbonhidrat acisindan zengindir. Su,
hamura kivam verirken, maya; kabarmasini saglar. Gluten; bugday ununda bulunan
ana protein kaynagi olup hamura elastikiyet ve yap1 kazandirir. Gluten, gliadin ve
glutenin adli iki proteinden olusur. Bugday ununda az miktarda alblimin ve globulin
gibi diger proteinler de bulunur. Bu proteinler su ile karistiklarinda hamurun yapisina
katkida bulunurlar. Sade ekmek protein agisindan zengin olmamakla beraber, i¢erdigi

gluten sayesinde hamurun yapisint ve dokusunu olusturur (Cankurtaran vd., 2023).

2.4.4.2. Yogurt

Yogurdun yapis1 ve bilesimi; yogurt, siitiin 6zel yogurt kiiltlirleriyle (Lactobacillus
delbrueckii ssp. Bulgaricus ve Streptococcus thermophilus) fermente edilmesiyle

olusur.

Igeriginde protein, yag, karbonhidrat, vitaminler ve mineraller bulunur. 100 g yogurtta

yaklasik 3.5 g protein, 3.3 g yag ve 4.7 g karbonhidrat vardir.

Protein igerigi, kazein, yogurttaki ana protein tiiridiir ve siitiin toplam protein
iceriginin biliylik bir kismin1 olusturur. Whey proteinleri; a-laktalbiimin ve [-

laktoglobulin gibi proteinler de bulunur.

Biyoaktif Ozellikler; fermantasyon siireci sayesinde yogurt, biyoaktif peptitler igerir.
Bu peptitler, bagisiklik sistemi, sindirim sistemi ve kalp saglig1 tizerinde olumlu etkiler
yapabilir. Ayrica, probiyotik bakteriler icerdigi i¢in sindirim sagligini destekleyerek
bagisiklik sistemini giliglendiren hem besleyici hem de saglik agisindan faydali bir

gidadir (Fiebig vd., 2024).

Probiyotik etki yogurt, sindirim sistemini destekleyen ve bagirsak sagligini iyilestiren
canli probiyotik bakteriler icerir. Bu bakteriler, sindirim yardimecidir ve bagisiklik
sistemini giiclendirir. Anti-inflamatuar 6zellikleri sayesinde yogurttaki biyoaktif
peptitler, viicutta inflamasyonu azaltabilir ve kronik hastaliklarin riskini diisiirebilir.

Bagisiklik sistemi destegi; yogurttaki probiyotikler ve biyoaktif bilesenler, bagisiklik
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sistemini giiclendirerek enfeksiyonlara karsi koruma saglar. Antioksidan etki;
yogurttaki bazi bilesenler, serbest radikallerle savasarak hiicre hasarini 6nleyebilir ve
yaslanma siirecini yavaslatabilir. Kolesterol diizeylerini diizenlemesinde gorev alirlar.
Yogurttaki probiyotikler, kolesterol seviyelerini diizenleyebilir ve kalp sagligini
destekleyebilir. Bu 6zellikler, yogurdun diizenli tiikketiminin genel saglik {izerinde

olumlu etkiler yapabilecegini gosterir (Fiebig vd., 2024).

Siitteki plazmin veya bakteriyel baslangi¢ kiiltiirlerindeki enzimler de proteinleri

bozabilir (Moéller vd., 2008).

Buzdolabinda saklama sirasinda yogurt numunelerinde ACE-I inhibitdr aktivitesine
sahip peptit profillerinin belirlenmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (Shori

vd., 2022).

2.4.4.3. Vegan Kofte

Vegan kéfteler protein alimu igin bitkisel bir alternatiftir. Ilgili calismada Veggy vegan
kofte iirliniinden istifade edilmistir. Veggy bezelyeli vegan kofte %46 oraninda
bezelye proteini, yulaf, galeta unu, kurutulmus sogan, keten tohumu, piring unu,
kurutulmus bitki karisimi (pirasa, sogan domates, havug kirmizi biber, yesil biber),
maya ekstrakti ve tuz icerir. Vegan koftenin protein kaynaklar1 iceriginde bulunan
bezelye proteini, keten tohumu, yulaf ve galeta unundan gelmekte olup, ana protein
kaynag1 bezelye ve keten tohumudur. Bezelye proteini yiiksek biyolojik degere
sahiptir, esansiyel amino asitler agisindan zengindir ve sindirimi yardimcidir. Keten
tohumu ekstra protein ve omega-3 yag asitleri saglar. Bu kofte yliksek proteinli vegan
bir alternatiftir. Keten tohumu ve bezelye proteini gibi bitkisel protein kaynaklari,
cesitli biyoaktif peptitler ve bilesenler igerebilir. Bu biyoaktif bilesenler, antioksidan,
anti-inflamatuar ve bagisiklik sistemini destekleyici 6zelliklere sahip olabilir. Ancak,
iriiniin tam olarak biyoaktif olup olmadigini belirlemek igin spesifik analizler ve
aragtirmalar yapilmas: gerekmektedir. Genel olarak, bitkisel protein kaynaklar

biyoaktif bilesenler agisindan zengin olabilir (Zhang vd., 2023).
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2.5. Simiile Edilmis Gastrointestinal Sindirim Calismalar

Simiile edilmis gastrointestinal sindirim caligmalari, laboratuvar ortaminda insan
sindirim sistemini taklit ederek yiyeceklerin nasil sindirildigini ve emildigini
incelemek icin yapilir. Bu calismalarin temel agamalart sirasi ile mekanik ve enzimatik

parcalanma, simiile edilmis sindirim ve emilimden meydana gelir.

Mekanik parcalanma esnasinda yiyecekler, sindirim sisteminde oldugu gibi fiziksel
olarak kiiclik parcalara ayrilir. Enzimatik parcalanma sirasinda pargalanmis
yiyecekler, sindirim enzimleri ile karigtirilarak daha kiigiik molekdillere ayrilir. Simiile
edilmis sindirimde, yiyecekler, mide ve bagirsak ortaminmi taklit eden sivilarla
karigtirilir. Bu sivilar, mide asidi ve bagirsak enzimlerini igerir. Emilimde ise,
parcalanmis besin maddeleri, ince bagirsak ortamini taklit eden bir sistemde emilir ve

kana geg¢isi simiile edilir. (Brodkorb vd., 2019).

Bu calismalar, 6zellikle probiyotik gidalarin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilir.
Ornegin, fermente iiriinlerdeki yararli bakterilerin sindirim sonrasi hayatta kalma

oranlar1 incelenir.

35



UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Soguk pres yagi alinmis ay cekirdegi kiispesi, laboratuvarlarimizda soguk pres
isleminden gecirilmistir. Beyaz ve kasar peynir alt1 suyu proteinleri (Sekil 3.2) ise,
yerel bir firma olan Kaanlar Peynir (Tekirdag), tarafindan saglanmistir. Proses
siiresince soguk pres aycicegi cekirdeklerinin numune sicakligi 40°C’nin altinda

tutulmustur, (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Yag1 alinmis aygicegi posasi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 3.2: Konsantre peynir alt1 suyu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal sarf maddeleri; hidroklorik asit (320331-
Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit (S5881- SigmaAldrich), sodyum klorit (S9888-
Sigma-Aldrich), sodyum fosfat monobazik monohidrat (71504-Sigma-Aldrich),
sodyum fosfat dibazik dihidrat (04272- Sigma-Aldrich), sodyum asetat anhidrat
(969.176, Isolab), asetik asit (27225- 2- Sigma-Aldrich), sodyum dodesil siilfat (SDS,
8170349020, Merck), pikrilsiilfonik asit soliisyonu (2,4,6-trinitrobenzensiilfonik asit
solisyonu, TNBS, P2297- Sigma-Aldrich), L-Losin (L8000- Sigma-Aldrich),
hippiirik asit (HA, 68069- Sigma-Aldrich), Hippiiril-His-Leu (HHL, H1635- Sigma-
Aldrich), borik asit (B6768- Sigma-Aldrich), metanol (1060072500, Merck),
trifloroasetik asit (TFA, T6508- Sigma-Aldrich), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH,
D9132- Sigma-Aldrich), Kaptopril (PHR1307- Sigma-Aldrich), Gly-Pro-pNA
(GO513- Sigma-Aldrich), Ile-Pro-Ile (Diprotin A, Sigma 19759- Sigma-Aldrich),
Alkalaz (Novozymes), Flavorzim (Novozymes), sodyum azid (S2002- Sigma
Aldrich), asetilkolin iyodiir (A5751- Sigma-Aldrich), ACE (Angiotensin Converting
Enzyme from rabbit lung, A6778- SigmaAldrich), DPP-IV (Dipeptidyl Peptidase IV
human, D4943- Sigma-Aldrich), amonyum asetat, Folin- Ciocalteu, sodyum karbonat,

BSA (P5619, Sigma-Aldrich Corp) olarak belirlenmistir.
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3.2. Kullanilan Techizat

Bu calismada, numunelerin protein fraksiyonlarinin  ayristirilmas:  ve
konsantrasyonunun artirilmasi amaciyla Sekil 3.3’te yer alan ultrafiltrasyon (UF)

cihazi kullanilmistir.

b Boru
o
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o
-
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Sekil 3.3: UF (Ultrafiltrasyon) Cihazi; Ultrafiltrasyon igin Sartorius Masterflex
Ultrafiltrasyon Sistemi, membran olarak ise; 3-5 ve 10 kDa filtrasyon membrani
(VF20P9, VF20P1, VF20P0, Sartorius Stedim Biotech, Ispanya) Ultrafiltrasyon

sistemi; peristaltik pompa, membran, numune kab1 ve tubinglerden olusmaktadir.

Kaynak: a) Sisman., 2023 b) Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Orneklerin toplam azot igerigi ve dolayli olarak protein miktarinin belirlenmesinde

Sekil 3.4’te yer alan yar1 otomatik Kjeldahl distilasyon iinitesi kullanilmigtir.

Sekil 3.4: Distilasyon Cihazi- Velp- UDK 139 Yar1 Otomatik Kjeldahl Distilasyon

Unitesi, azot protein tayin cihazi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Biyoaktif bilesenlerin ¢oziliniirliigiini, salinim hizin1 ve sindirilebilirligini simiile
etmek amaciyla Sekil 3.5’te gosterilen disoliisyon cihazindan istifade edilmistir.
Hidrolizat iceren c¢esitli gida {irlinlerinin (ekmek, yogurt, vegan kofte) mide ve
bagirsakta nasil ¢oziindiigiinii analiz eder. Biyoaktif peptitlerin kontrollii salim
profilini degerlendirirken, fonksiyonel gidalarin en iyi formiilasyonunu belirler ve

biyoyararlanimi 6lger.

v ih—— i,

;\\ "/,'

Sekil 3.5: Laboratuvar tipi disoliisyon cihazi ve USP-2 uyumlu aparati. In vitro
sindirim simiilasyonu i¢in laboratuvar tipi disoliisyon cihazindan istifade edilmistir.

Kaynak: Sisman, 2023
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%ACE inhibisyon tayininde Sekil 3.6’da yer alan (yiikksek performansli sivi
kromatografi cihazi) HPLC sistemlerinden faydalanilmistir.

Sekil 3.6: Prominence LC-20A HPLC sistemi (High performance liquid
chromatography, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi) cihazi (Shimadzu
Corporation, Japonya). HPLC sistemleri; verilerin toplanmasi ig¢in bilgisayar,
dedektor, HPLC kolonu, kolon firini, atik, enjektoér, pompa ve c¢oziiciiden

olusmaktadir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Orneklerin (AP, API, APH, BP, BP 1:5, BP 1:30, KP, KP 1:5, KP 1:30) toplam azot
miktarinin belirlenmesinde Kjeldahl analiz yonteminden istifade edilmis. Sekil 3.7°de
verilen infrared yakma sistemi igerisinde bulunan yiiksek performansh isiticalar
vasitasiyla oOrnekleri hizli bir sekilde yiiksek sicakliklara ¢ikararak, kimyasal
reaksiyonlarin gerceklesmesi saglanir. Bu sayede drneklerin azot miktar1 hizli ve etkili

bir sekilde tespit edilebilir. Sicaklik siilfirik asidin kaynama sicakligina goére ayarlanir.
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(AP; aycicegi cekirdegi, API; aycice8i protein izolati, APH; aygice§i protein
hidrolizati, BP; beyaz peynir alt1 suyu, BP 1:5; 5 kat konsantre beyaz peynir alt1 suyu,
BP 1:30; 30 kat kosantre beyaz peynir alt1 suyu, KP; kasar peynir alt1 suyu, KP 1:5; 5
kat konsantre kasar peynir alt1 suyu, KP 1:30; 30 kat konsantre kasar peynir alt1 suyu).
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Sekil 3.7: InKjel 625 M infrared Yakma Sistemi, Behr Labor Technik. Infrared yakma
sistemi; yliksek performansli infrared isitici (homojen 1s1 dagilimi saglar), manuel
enerji ayar1, kuvars kizilotesi radyatorler (1500W) ve cam sindirim kaplari, kademeli

raf sistemi, duman giderme iinitesi ve yerlestirme rafindan olusmaktadir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Numunelerin kurutulmasi ve stabilitesinin artirilmasi amaciyla liyofilizator cihaziyla

(Sekil 3.8) dondurarak kurutma islemi uygulanmistir.

i

e

Sekil 3.8: Liyofilizator; Teknosem TRS 2/2 V dondurucu kurutucu (Teknosem A.S.,
Istanbul, Tiirkiye). Hazirlanan 1s1ya duyarl aycicegi izolatlarinin korunmasi ve uzun
stireli muhatazasi i¢in -20°C da dondurulduktan sonra liyofilizatore verilir. Dondurma
isleminin ardindan siiblimasyon yoluyla diisiik sicaklik ve basing altinda izolat
sularinin uzaklastirilarak liyofilize edilmesi, kurutulmasi isleminde liyofilizator
cihazindan istifade edilmistir. Liyofilizatdr; vakum odacigi, manifoldlu paslanmaz

celik vakum kulesi, vakum hatti, kondanser, kondanser odacigi ve sogutma

iinitesinden olugsmaktadir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Aycicegi, beyaz ve kasar peynir altt suyu protein izolatlar1 ve hidrolizatlarinin

hazirlanmasinda Sekil 3.9°da verilen santrifiij cihazindan istifade edilmistir.

HITACHI .____ ~—

Sekil 3.9: Santrifiij Cihazi; Hitachi Santriflij -CR22N- N62567 (Japonya). Santrifiij
islemi, yiiksek devirde donme hareketi ve sogutma O6zelligi sayesinde yogunluk
farkindan yararlanilarak faz ayrisiminin saglanmasi prensibine dayanir. Santrifiij
cihaz1 merkez kag kuvveti etkisi ile donerken agir ve yogun maddeler disa (tiipiin alt
kismina dogru) itilirken, hafif maddeler merkeze yakin konumda (tiipiin {ist kisminda)
birikir. Dipte kalan kisim kat1 kisim pellet olarak isimlendirilirken, iiste ¢ikan sivi
kisim stipernatant olarak adlandirilir. Santrifiij; rotor (6rneklerin yerlestirildigi doner
par¢a), rotor odasi (rotorun yerlestirildigi alan, odacik), alarm sistemi (teknik bir
aksaklik aninda devreye girer), renkli dokunmatik ekran, kapi kilit mekanizmasi ve -
10°C ile 40°C bandinda, 22.000x g hiza kadar ¢ikma olanagi sunan yiiksek

performansli bir cihazdir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Numunelerin absorbans degerlerini 6lgmek ve bilesen analizlerini gergeklestirmek

amaciyla Sekil 3.10°da yer alan spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

Sekil 3.10: Spektrofotometre Cihazi; UV-VIS Spektrofotometre Cihazi UV-1280 -
A12065402194 (SP- 3000 nano, Optima, Japonya)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Ekmek, yogurt ve vegan kofte tirlinleri Tris buffer (tampon ¢ozeltisi) ilavesi ile 2 dk
boyunca yliksek devirli karigtirict homojenizator (Sekil 3.11) vasitasiyla homojenize

edildi.

Sekil 3.11: T 18 Digital Ultra-Turrax, Shear Mixer; Yiiksek devirli karistirict
homojenizator (0003720000). Yiiksek devirli karistirici, sivi numuneleri homojen hale
getirerek dagitirken, paslanmaz celik tak-¢ikar basliklar1 vasitasiyla, hizli ve pratik
temizleme imkan1 sunar ve dijital hiz gostergesi ile ayarlanabilir genis hiz aralig

(3000-25.000 rpm), farkli uygulamalara uygun ¢alisma imkani1 tanir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Ultrasonik banyo ile gaz uzaklastirma islemi, analiz giivenligini arttirir ve verimli
sonuclar elde etmek i¢in 6nemlidir. Bu amagla mobil fazlarin hazirlanmasinda Sekil

3.12°de yer alan ultrasonik banyo cihazindan istifade edilmistir.

Sekil 3.12: Ultrasonik Banyo ve Isitma; JP Selecta Ultrasons-HD, 221 559528 E-115-
EBL, Ultrasonik banyo vasitas1 ile mobil faz icerisinde biriken gazlarin
uzaklastirilmasi; Ultrasonik banyo, yiiksek frekanstaki ses dalgalarinin sivi i¢inde ve
ayarlanabilir 1sida olusturdugu basing degisimleriyle temizlik, ¢6ziinme ve dispersiyon
gibi islemlerin gergeklestirildigi bir temizleme yontemidir. Ancak degassing (gaz
giderme) islemi, ultrasonik banyolarda o6zellikle 6nemlidir. Bu islem, mobil faz
icerisindeki gazlari uzaklastirarak analiz sistemlerinde giivenilir sonuglar elde etmeyi
amaglar. Hava kabarciklari, 6zellikle HPLC sistemlerinde, tiiplerde ve pompa
basliklarinda birikir ve bu kabarciklarin etkisi sistem basing dalgalanmalarina yol

acabilir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Numunelerin dogru miktarda tartilmasi ig¢in Sekil 3.13’te yer alan hassas terazi, pH

degerlerinin belirlenmesi i¢in ise Sekil 3.14’te yer alan pH metre kullanilmistir.
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Sekil 3.13: Hassas Terazi, Radwag Wagl Elektroniczne AS 220.R2 448864
(Polonya)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 3.14: Hanna — HI 2211 Masa Tipi pH Metre

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.2.1. Ultrafiltrasyon (UF) Membranlari

Bu c¢alismada membran sistemleri fraksiyonlama islemleri i¢in kullanilmigtir. Bu
baglamda 3-5 ve 10 kDa MWCO (molekiiler kiitle kesme) membranlardan (VF20P9,
VF20P1, VF20PO, Sartorius Stedim Biotech, Ispanya) yararlanilmistir. Ultrafiltrasyon

sistemi; peristaltik pompa, membran, numune kab1 ve tubinglerden olusmaktadir.

Ultrafiltrasyon ile fraksiyonlama, sivilarin basing yardimiyla membran {izerinden
gegirilerek biiyiik molekiillerin ayristirilmast islemidir. Bu siirecte, islem yapilacak
stvi uygun kaba alinarak yari gecirgen bir membran tizerinden gegirilir. Membran,
belirli bir biyiikliigiin altindaki molekiillerin ge¢mesine izin verirken, biiyiik
molekiilleri tutar. Membrani1 gecen kiiciik molekiiller permeat adi verilen kisimda
toplanir, biiyiik molekiiller ise membran {izerinde kalir ve retentat olarak adlandirilir.
Retentat kismi, istenilen saflifa ulasana kadar yikanabilir ve yogunlastirilabilir. Bu
yontem, proteinlerin saflagtirtlmasi, enzimlerin yogunlastirilmasi ve atik su aritimi gibi

bir¢ok alanda kullanilir (Cheryan, 1998).

3.2.2. Kjeldahl Yontemi

Ornekler vortex yardimu ile 1 g tartilarak homojen hale getirildi, ardindan Kjeldahl
tableti; 25 ml siilfiirik asit ile yakma kabina aktarildi1 ve yas yakma metodu ile drnekler
1 saat boyunca yakildi. Kjeldahl balonu, karisim agik sari-yesil renge donene kadar
diistik sicaklikta 1sitildi. Bu sayede organik maddelerin azotu amonyum (NH4)2SO4
iyonu haline doniistiiriildii. Elde edilen amonyum azotu kuvvetli bir alkali ortam olan
NaOH ¢ozeltisi ile damitilarak amonyak gazi agiga c¢ikarildi. Amonyak gazi
hidroklorik asit (0.1 M HCI) i¢inde tutuldu ve titrasyon ile miktar1 belirlendi.
Hidroklorik asit, amonyag1 amonyum kloriir (NH4Cl) olarak hapsederek tuz haline
getirildi. Titrasyon sonucu hesaplanan azot miktari, 6.25 katsayisi ile carpilarak

degerler kaydedildi (AOAC International, 2019).

3.23. Smv1  Kromatografi Kiitle Spektrometrisi LC-MS/MS (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry)

Kiitle spektrometrisi (MS), bir numunenin bilesenlerini kiitle ve elektrik yiiklerine

gore ayirmak icin kullanilmistir.
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3.2.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi HPLC (High Performance
Liquid Chromatography)

Proteinlerin ayristirilmasi, yapilarinin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve dl¢timiinde

HPLC cihazindan istifade edilmistir.

3.3. Analiz Yontemleri
3.3.1. Aygcicegi, Beyaz ve Kasar Peynir Alt1 Suyu Protein Konsantrelerinin Eldesi

Aycicegi numuneleri laboratuvarlarimizda soguk pres isleminden gegirilmistir.
Aycicegi soguk pres kekinden protein elde etmek i¢in, Goksu vd. (2022)’nin alkali
ekstraksiyon-izoelektrik ¢oktiirme (AE-IC) metodu giincellenerek uygulandi ve
ardindan liyofilizasyon islemiyle kurutulmus formda ay ¢ekirdegi protein izolat1 (Sekil
3.15’te) gosterildi. Protein izolati elde etmek icin Oncelikle yagi uzaklastirilmig
aycicegi kiispeleri 1:15 oraninda saf su ile dispers hale gelinceye kadar karistirild.
Ardindan ortamin pH degeri 1 N NaOH c¢ozeltisi ile pH 9.5’e¢ ayarland1 ve oda
sicakliginda 500 rpm ‘de 1 saat boyunca karistirildi. Bu sayede proteinlerin
cozlinmesini saglanmaktadir. Bir saat sonunda karigim yiiksek hizli sogutmali santrifiij
(Himac CR22N, Hitachi, Japonya) ile 20°C’de 10.000xg’de 30 dakika boyunca
santrifiij edildi. Cozlinmiis protein iceren silipernatant (sivi kisim) filtre kagidiyla
stiziildii ve siiziilen s1v1 bir beherde toplanarak 1 N HCI ¢ozeltisi ile ortamin pH degeri
4.5’e ayarlandi. Bu islem ise proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla gergeklestirildi.
Hemen ardindan, proteinlerin ayrimini tamamlamak i¢in tekrar yiiksek hizli sogutmali
santrifiij ile 20°C ve 10.000xg’de 30 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonunda sivi
kisim siiziildii ve ¢okelen pellet spatiil yardimiyla toplandi. islem sonucu elde edilen
proteinler kurutulmak iizere, petri kaplarina ince bir tabaka halinde yayilarak -20°C’de
donduruldu. Ardindan donmus numunelerden liyofilizasyon islemiyle ay¢igegi protein
izolat1 (Sekil: 3.2) gosterildi. Kurutulmus protein izolatlar1 ise sonraki agamalarda
kullanilmak iizere toz formda -20°C’de muhafaza edilmistir. Ay¢icegi soguk pres
kekinden (Sekil 3.1) gdsterilen protein izolatinin liretim asamalar1 (Sekil 3.15) akis

semast halinde verilmistir.
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Ogiitiilmiis aycicegi keki

Stipernatant

vl

Santrifiij sonrasi ¢okelmis protein

Aycigegi proteini

Sekil 3.15: Aycicegi ¢ekirdegi protein izolasyonu akis semasi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 3.16: Liyofilize edilmis ay¢icegi protein izolati

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 3.17: Peynir alt1 suyu numunelerinin ultrafiltrasyon yontemiyle konsantrasyonu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.3.2. Aycicegi, Beyaz veya Kasar Peynir Alt1 Suyu Protein izolatlarimin Hidrolizi

Ay cekirdegi protein hidrolizat1 liretiminde proteinleri par¢alamak i¢in, Alkalaz ve
Flavorzim enzimleri kullanilmistir. Enzimlerin kullanimina uygun prosediirler ile

hidroliz kosullar1 saglanmistir.

Alkalaz enzimi bir endopeptidaz olup proteinleri C-terminalinden peptit baglarini
kopararak ¢aligsmaktadir. Protein izolatlarinin hidrolizi Zhang, Zhao ve Wang, (2020)
yaptiklar1 ¢alisma kismen degistirilerek uygulanmistir. Alkalaz enzimi igin
dispersiyon 1:100 (enzim: proein) oranindadir. Izolat 1:10 oraminda saf su ile
karigtirilirken ortamin pH degeri SN NaOH yardimui ile pH 8’e ayarlandi. Ardindan
bakteriyostatik olarak, litre bagina 0.2 g sodyum azid (koruyucu) ilave edildi. Alkalaz
2.4 AU enzim aktivite {initesine sahip iiriin kullamlmistir. On denemelerde, Alkalaz
enzimi i¢in siire (2 saat) sabit tutuldu. Bu dispersiyonun 50°C’de 120 dakika boyunca

enzimatik hidroliz islemi gerceklestirildi.

Sonrasinda ise hidroliz derecesini arttirmak amaciyla N terminalinden peptit bagini
kopararak ¢alisan ve hem ekzo- hem de endopeptidaz olan Flavorzim kullanilmistir.
Flavorzim enzimi i¢in dispersiyon 1:100 (enzim- protein) oraninda olup, pH 6-7
arasindadir. Flavorzim 1000 au/g aktivite {linitesine sahiptir. Flavorzim i¢in farklh
stireler denenmistir. Nihayetinde bu dispersiyonun 50°C’de 240 dakika boyunca

enzimatik hidroliz islemi gerceklestirilmistir.

Bu siireci tamamlayan hidrolizatlar, enzimatik hidroliz reaksiyonunu durdurmak igin
95°C’de su banyosunda 5 dakika tutularak enzimin aktivasyonu saglanmistir.
Ardindan numuneler hizlica buz banyosuna alinarak, ortam sicakligina (25°C) gelene
kadar sogutulmustur. Sogutulan hidrolizatlardan ¢6ziinmeyen pargaciklar
uzaklastirmak i¢in karisim 10.000 xg’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Son olarak
ornekler siringa yardimi ile 0.45 um PTFE filtreden gegirilerek sonraki agamalar icin

hazir hale getirildi.
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Sekil 3.18: Sirasiyla beyaz ve kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizatlar1 ve aygicegi

proteini hidrolizat 6rnekleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.3.3. Protein Hidrolizatlarinin Hidroliz Derecesi (%HD), Nem ve Kiil Tayini

Protein hidrolizinde reaksiyonun izlenebilirligi agisindan ana parametre hidroliz
derecesidir (“degree of hydrolysis”, %DH). %DH, kirilmis peptit baglarinin ytizdesi
olarak tanimlanir (Rutherfurd, 2010).

TNBS (2,4,6-Trinitrobenzen Siilfonik Asit) yontemi ile hidroliz derecesi (%DH)
degerinin belirlenmesi; Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) yontemi, gida protein
hidrolizatlarinin proteolizi esnasinda hidroliz derecesi (%DH) degerinin belirlenmesi
amaciyla kullanilan bir metot olup, dogru, tekrarlanabilir ve genel olarak uygulanabilir
olmasi sebebiyle yaygin olarak tercih edilmektedir. Hidrolizatlarin hidroliz dereceleri
TNBS yontemi (Adler-Nissen, 1979) kullanilarak belirlenmistir (Sekil 3.19). TNBS
ile serbest amino asit gruplar1 arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelen renk
degisiminin spektrofotometrik Sl¢limiine dayali bir yontemdir. Reaksiyon sonucu
oOl¢iilen rengin yogunlugu veya absorbans degeri ¢ozeltide bulunan serbest amino asit
konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Adler-Nissen, 1979). Hidroliz derecesi analizine

(TNBS) ait gorseller (Sekil 3.18)’de verilmistir. Hidroliz dereceleri incelendiginde,
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stire bakimindan 4 saat Flavorzim uygulanmis 6rnekler devam eden siire¢ i¢in uygun

gorlilmiistiir.

Sekil 3.19: Sirasiyla kasar peynir alt1 suyu, ay¢igegi ve beyaz peynir alt1 suyu protein

hidrolizatlarinin hidroliz derecesi analizi (TNBS) sirasinda gorselleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

h

DH (%) - h top

% 100 ile hesaplanur.

Burada hyp, protein esdegeri basina toplam peptit bagi sayist ve h, hidrolize bag
sayisidir. hip, ham maddenin amino asit bilesimine baghdir. Hidroliz derecesi h ve

h top kullanilarak belirlenir (Rout vd., 2024).

Fraksiyonlarin hidroliz dereceleri %DH>50 basar1 kriterini bu asamada saglamistir
(Tablo 2). %DH hidroliz derecesinin Alkalaz ve Flavorzim muamelelerinin ardindan
%DH’nin> %50 olmas1 amacglanir. Endo ve ekzo proteazlarin kombine edilmesi
proteiz derecesini iyilestirir. Alkalaz ve Flavorzim enzimleri kullanilarak hazirlanan
hidrolizat numunelerin 1:10 seyreltildi. 40 pl hidrolizat numunesi alind1 ve tizeri 360
ul (sodyum fosfat tamponu) ile tamamlandi. Elde edilen ¢6zeltiye 400 pl, %0.44 (w/v)
SDS ¢ozeltisinden (Sodyum Dodosil Siilfat) ilave edildi. Daha sonra sirast ile 190 pl
0,2 M sodyum fosfat tamponu (pH 8.2) ve 300 ul 0.1% (w/v) TNBS karigim ilave
edilerek ¢ozelti vortekslendi. Reaksiyon su banyosunda 50°C’de 1 saatlik inkiibasyon
ile gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrast 1ml 0.1 N HCI kullanilarak reaksiyon
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durduruldu. Ornekler, UV-Visible Spektrofotometre (SP-3000 nano, Optima Japonya)
ile 340 nm dalga boyunda 6l¢iildii, absorbans degerleri kaydedildi. Kontrol grubu igin,
hidrolizat 6rnekleri yerine 0,2 M 190 ul sodyum fosfat tamponu (pH 8.2) kullanild1 Bu
caligmada Adler-Nissen, (1979) protokolii kismen degistirilerek uygulanmistir.

3.3.4. Hidrolizatlarin Ultrafiltrasyon (UF) ile Fraksiyonlanmasi

Biyoaktif peptit igeren protein hidrolizatlarinin fraksiyonlanmasi amaciyla uygun
ultrafiltrasyon (UF) yontemlerinden yararlanilmistir. Ultafiltrasyon igin Sartorius
Masterflex Ultrafiltrasyon Sistemi; pompa, membran, numune kab1 ve tubinglerden
(boru) olusmaktadir (Sekil 3.3). Pompanin hizi membran basinct 1.5 bar olacak sekilde
ayarlanmigtir. Membran kaset olarak 3 kDa, 5 kDa ve 10 kDa (VF20P9, VF20P1 ve
VF20P0, Sartorius Stedim Biotech, ispanya) MWCO membranlar kullanilmustir.
Dolayisiyla protein hidrolizatlar1 Sekil 3.21°de verilen 3, 5 ve 10 kDa ultrafiltasyon
kasetlerinden gecirilerek 10 kat konsantre edilmistir (Gassmann, 2010). Membrandan
gecen kisim (filtrat), hacmen boyutu kaset boyutundan kii¢iik olan molekiilleri iceren
kisimdir. Filtrasyon sonunda numune kabinda kalan kisim ise molekiiler boyutu kaset
boyutundan biiyiik olan konsantre kisimdir. Bu kisim ayrica toplandi ve muhafaza
edildi. Liyofilizasyon isleminden sonra elde edilen numuneler biyoaktivite testlerinde
kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edildi. Sonrasinda elde edilen fraksiyonlara ait

hidroliz dereceleri analiz edilmis ve sonuglar Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Sekil 3.20: Ultrafiltrasyon ile fraksiyonlama. Ornek olarak bir aygigegi protein
hidrolizasyon numunesi incelenmektedir.
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Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Bunun diginda ek bir degerlendirme olarak ay cekirdegi Orneklerinin detayli
kompozisyonel analizi yiiriitiilmustiir (Tablo 4.1) Elde edilen bir dizi fraksiyona
protein tayini uygulanmistir (Tablo 4.2).

Sekil 3.21: MWCO 3,5 ve 10 kDa ultrafiltrasyon membranlari

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.4. Protein Hidrolizatlarinin Biyoaktivite Analizleri
3.4.1. ACE Onleyici Aktivite Testi

Cushman ve Cheung (1971) c¢alismasi, kismen degistirilerek uygulanmistir.
Hazirlanmis olan protein hidrolizatlar1 (APH, BPH ve KPH) grubu 6rneklerin her biri
200 mg.m’!' olarak ayarlandi ve 0.45 pl’lik PTFE filtrelerden gegirildi. Oncelikle 90
pL enzim etkinligini azaltmak i¢in inhibitér APH, KPH ve BPH protein hidrolizatlari
strast ile 50 pL substrat ¢ozeltisi (6.5 mM Hippiiril-Histidil-Ldsin) ile vortekslenerek
karismas1 saglanir ardindan elde edilen karisim 37°C’de calkalayici (inkiibator, su
banyosu) igerisinde 10 dakika inkiibasyona tabi tutuldu. Sonrasinda 40 pul ACE eklendi
ve 1 saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyon sonu, 180 pl 1M HCl ile tepkime durduruldu.
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Protein hidrolizasyonunda APH (aycekirdegi protein hidrolizat), KPH (kasar peynir
alt1 suyu protein hidroizati) ve BPH (beyaz peynir alti suyu protein hidrolizati)
kullanilmistir. Negatif kontrol inkiibasyonun ger¢eklesmedigi 6rnektir ve 20 mM Tris
tampon c¢ozeltisi kullanilarak hazirlanir. Blank ise sahit kontrol ise; reaksiyonun
gerceklesmedigi ve analiz esnasinda meydana gelebilecek belirsizlikleri kapsayan
kontrol o6rnegidir. Reaksiyonun gerceklesmemesi i¢in reaksiyon baslatilmadan
numuneye HCI asit ilave edilmis ve 20 mM Tris tampon c¢ozeltisi kullanilarak
aktivasyon baglamadan reaksiyon durdurulmustur. Blank ve N.K; APH, KPH ve BPH

orneklerindeki gibi inkiibasyon islemlerine tabi tutulmustur.

ACE onleyici aktivite testi i¢in (Sekil 3.6) yer alan Prominence LC-20A HPLC cihazi
(Shimadzu Corporation, Japonya) kullanilmistir. Mobil faz olarak %50 metanol+%0, 1
TFA kullanilmistir. Kolon olarak; NUCLEOSIL C18 kolonu (250 x 4,6 mM, por
boyutu 100 A, partikiil biiyiikliigii 5 pm, Macherey-Nagel, Almanya) kullanilmustur.
HPLC sistemi; sivi kromatografi LC-20AD solvent dagitict modiilii, SIL-20A HT oto
ornekleyici, DGU-20A5R degazer, SPD-20A UV-VIS dedektér ve CTO-10AS VP
kolon firmindan olusturulmugtur. Numunelerin enjeksiyon hacmi 10 pl, isokratik akis
hiz1 0.6 ml/dakika-1 olarak belirlenmistir. ACE inhibisyon etkisi 228 nm’de izlenmis,
toplam analiz siiresi ise; 12 dakika olarak ayarlanmistir (Wu, Aluko ve Nakai, 2006).
Negatif kontrol degerinde HHL substratinin (Hippiiril-Histidil-Ldsin) ACE enzimi
varliginda %100 hippurik asite doniistiigli varsayilmistir. Pik alanlarindan
yararlanilarak hesaplamalar bu varsayima gore yapilmistir. HA pikinin baskilandigi
ornekler kontrol ornegi ile kiyaslanarak oOrneklerin % inhibisyon aktiviteleri

belirlenmistir. Analiz sonuglar1 Tablo 4.5’te yer almaktadir.

3.4.2. DPP-1V Onleyici Aktivite Testi

DPP-1V 6nleyici aktivite analizi igin su banyosu 37 C’ ayarlandi. Ornekler siringa
yardimu ile 0.45 um’lik PTFE filtreden gegirildi. 200 mg.m™’lik hazirlanan APH, KPH
ve BPH ornekleri (%2-5) olarak ayarlandi ve 0.45 ul’lik PTFE filtrelerden gecirildi.
Ardindan 50 pL enzim etkinligini azaltmak icin inhibitér APH, KPH ve BPH sirasi ile
50 pL substrat ¢ozeltisi Gly-Pro-pNA substrati (0.8 mmol. L") ile vortexlenerek
karistirildi. Sonrasinda elde edilen karisim 37°C’de calkalayici inkiibatdr (su banyosu)

vasitasiyla 10 dakika inkiibasyona tabi tutuldu. Ardindan 100 ul DPP-IV (0.01 U. mL"
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1) eklenerek 1 saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, 200 ul 1M sodyum asetat
(pH 4.0) tamponu ile tepkime durduruldu. Blank ornekte reaksiyonun
gerceklesmemesi beklendiginden Ornek yerine 100mM Tris ile analizin baginda
reaksiyonu durdurmak tiizere sodyum asetat tamponu eklenmistir. Yontem
Hildebrandt, (2000) kismen degistirilerek uygulanmistir. Negatif kontrol 6rneginde de
yine hidrolizasyon yerine inkiibasyon gerceklesmemesi i¢in 100 mM Tris kullanildi.
Blank ve N.K; APH, KPH ve BPH o&rneklerindeki gibi inkiibasyon iglemlerine tabi

tutulmustur.

3.5. Model Uriin Denemeleri

Uretim ve depolama siireglerinde model gida iiriinlerine eklenen hidrolizatlarda

bulunan peptitlerin kararlilig1 ve biyoaktivitesi incelenecektir.

Model iirtinlerin hazirlanmasindan 6nce, model iirlinlerin iiretilmesinde kullanilacak
olan cihazlarin (bkz. Sekil 3.1- 3.14. ve Sekil 3.22) pratik kullanimi agisindan 6n
denemeler kapsamli olarak yapilmistir. Model gida iriinlerinin iiretimi igin
hazirlanmis olan regeteler 6n denemelerde incelenmis ve kararlilik, iiriinlerin duyusal
ozellikleri, iiriin hacmi gibi nitelikler acisindan aksaklik goriilmesi durumunda
recetelerin ve tiretim protokollerinin degistirilmesi s6z konusu olmustur. Asagidaki

boliimlerde nihai protokoller bilgilerinize sunulmaktadir.

Recgetelerin oturtulmas1 ve detayli olarak belirlenmesi ac¢isindan ilk etapta on
denemelerde protein izolat, hidrolizat veya hidrolizat fraksiyonlar1 kullanilmamustir.
Gerekli denemeler bu regeteler ile defalarca yapilarak sonraki ¢aligmalara hazir hale
gelinmistir. Gereginde depolama kararliligini iyilestirmek amaciyla s6z konusu

iirlinleri ilgilendiren mevzuat ile tutarli koruyucu maddeler kullanilmistir.

Model iiriin denemelerine ay cekirdegi protein hidrolizat ve fraksiyonlar1 eklenerek
baslanilmistir. Bunun nedeni ise, peynir alti suyu proteinlerinin ultrafiltrasyon
asamalar1 sebebiyle (hacmen 30 kat konsantre) daha zor ve az miktarda hazirlaniyor
olmasidir. Bir bagka deyisle, peynir alti suyu numunelerinin hazirlanmasi daha
zorlayict oldugu i¢in hazirlanmasi aycicegi numuneleri ile ylriitiilmiistiir. Bundan
dolay1 ay c¢ekirdegi proteinleriyle 6n denemeler ¢cok sayida gerceklestirilerek tarifler

netlestirilmistir. Model {iriinlerin hazirlanmasinda ay ¢ekirdegi hidrolizati 6ncelikle
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<10 kDa permeat fraksiyonu eklenerek baslanmistir. Ekmek, vegan kofte ve yogurt

iirtinleri (Sekil 3.23- 3.25) i¢in uygun regete ve yontemler tasarlanmistir.

3.5.1. Model Gida Uretimi ve Depolama Kosullar

Ekmek ve yogurt iiriinleri laboratuvar kosullarinda tiretilmistir. Sekil 3.22°de ekmek

ve yogurt makinesine ait gorsel sunulmustur.

Sekil 3.22: Ekmek ve yogurt yapma makinesi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tuzsuz ekmek iiretim denemelerinde 240 ml 35°C su, 350 g un, 925 mg mayave 2 g
koruyucu (kalsiyum propiyonat, E282) kullanilmistir. S6z konusu koruyucu, depolama
deneylerinde iirlinlerde kiiflenme goriilmesi iizerine, iiriiniin mevzuati1 kontrol edilerek
secilmis ve eklenmistir. Malzemeler belirtilen sira ile cihazin yogurma kabina
konuldu. Belirtilen program, ekmek agirligi, kabartma seviyesi segilir ve START
(BASLAT) diigmesine basildi. Kontrol, %2 APH ve %5 APH iceren 3 farkli ekmek
tiriinden 7 giinliik depolama siiresi boyunca ornek toplanir. Oda sicakliginda

muhafaza edilen kontrol ekmegi ile %2 APH ve %5 APH iceren ekmeklerin her biri
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oda sicakligina alinarak ayr1 ayr1 0. 1. 2. 3. 4. ve 6. giinlerde olmak iizere toplamda 6

defa numune ayrilir ve analizler i¢in - 80°C de muhafaza edildi.
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Sekil 3.23: Kontrol grubu ve aycicegi hidrolizati igeren ekmek Ornekleri. (APH:
ay¢igegi protein hidrolizati)

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Yogurt iiretimde standart yogurt eldesi i¢in endiistriyel bir iirlin olarak Yayla Maya
markasina ait hazir probiyotik yogurt mayasi kullanilarak kontrol grubu yogurt elde
edilmistir. Ardindan %2 ve %5 APH hidrolizatindan elde edilen <10 kDa fraksiyonlar1
iceren yogurtlar iiretildi ve iirlin kalitesi gorsel degerlendirmeye tabi tutuldu. Raf 6mrii
analizleri i¢in depolama siiresince belirli araliklarda toplam 6 defa iiriin toplanmustir.
Toplanan 6rnekler ACE ve DPP-IV Onleyici aktivite analizlerine tabi tutulmustur.

Peynir alt1 suyu protein hidrolizatlari i¢in de ayn1 analizler yapilmistir.
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Sekil 3.24: Aygigegi protein hidrolizati (APH) igeren yogurt 6rnegi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Vegan kofte eldesi i¢in, ticari bir {iriin olan Veggy vegan kofte karigimi, ¢ukur bir
kapta 250 ml (1 + 1/4 su bardagi) 90°C su ve 70 g sivi yag ekleyerek kagikla hafifce
karistirildi. Bu islemi takiben karisim 15 dakika kadar sogumaya birakildi. Soguyan
harg iyice yoguruldu. Kofteler benzer boyutlarda sekillendirilmesine dikkat edilerek
hazirlandi. Koéfteler firin kagidi iizerine yerlestirildikten sonra 180°C’ye getirilmis
firinda, 15. dakikada ters-yiiz edilip ve 20. dakikada firindan ¢ikarilmistir. Protein
fraksiyonu iceren kofteler ise %2 ve %5 oraninda sivi kisma eklenerek kofte harcina

dahil edilmistir.
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Sekil 3.25: Ticari vegan kofte karisimi 6rnegi ve bu tirlinden elde edilen nihai kofte

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.5.2. Uriinlere Biyoaktivite Testlerinin Uygulanmasi

Tez kapsaminda ekmek, yogurt ve vegan kofte olmak iizere toplamda 3 farkli gida
iriinii hazirlanmigtir. Bu iirlinler depolama sirasiyla 25 °C +4 °C ve -20 °C’de,
muhafaza edilmistir. Bu kosullar sirasi ile her {iriin i¢in kontrol grubu %2 APH ve ve
%5 APH igeren numuneler depolanmistir. Farkli depolama kosullarinda muhafaza
edilen her bir tirlinden depolama siiresi baz alinarak toplamda 6 adet numune alinmis
ve bu numuneler gerekli 6n islemlerden gecirilerek ACE ve DPP-IV 6nleyici aktivite

analizlerine tabi tutulmustur.

ACE ve DPP-IV o6nleyici aktivite analizleri i¢in Girgih, Udenigwe ve Aluko (2011)
caligmas1 kismen degistirilerek uygulanmistir. Analiz dncesi iriinlere uygulanan 6n
islemler i¢in Sirasi ile 200 mg.ml! 6rnek hazirlamak igin yaklagik 2 g numune 10 ml
20 mM Tris tampon ¢ozeltisi bir falkona alinarak vortekstlendi. Ardindan 2 dk siire ile
yiiksek devirli karistiric1 (shear mixer) vasitastyla 10.200 rpm’de homojenize edildi.

Elde edilen tirtinler 5 dk boyunca 10.000x G ile santrifiij edildi ve siipernatant toplandi.
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Sekil 3.26: Tris buffer tampon ¢ozeltisi (200 mg.m™! 20 mM) igeren, ekmek (kontrol,
%?2-5 APH) ornekleri vortekslendi. Ardindan yiiksek devirli karistiric1 vasitastyla
10.200 rpm’de 2 dk boyunca homojenizasyonu gergeklesen tiriinler 10.000x G’de 5 dk
santrifiij islemine tabi tutuldu ve siipernatant toplandi. Sekilde santrifiij islemi 6ncesi

ve sonrast ekmek ornekleri ile stipernatant ekmek o6rnekleri yer almaktadir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 3.27: Santrifiij (5 dk, 10.000x G) islemi sonrasi, 20 mM Tris igeren yogurt (%2
beyaz peynir alt1 suyu protein hidrolizati igeren) 6rnekleri, 5 dk boyunca 10.000x G
santrifiij sonrasi, 20 mM Tris tamponu igeren yogurt (%5 kasar peynir alt1 suyu protein

hidrolizati iceren yogurt) 6rnekleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 3.28: Tampon ¢ozeltiye (20 mM Tris) alinmis vegan kofte (kontrol, %2 - %5
APH) 6rneklerinin 5 dk, 10.000x G santrifiij edilmesi ve santrifiij sonras1 alinan 200

mg.m! siipernatant vegan kofte 6rnekleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ancak yapilan bu 6n islem ACE 06nleyici aktivite analizleri i¢in uygun olsa da DPP-
IV onleyici aktivite analizlerinde safsizlik ve bulaniklik nedenleri ile absorbans
degerinin okunmasi gliclesmis ve bu asamada hicbir {irlin grubu igin sonug
allmamamistir. Bu nedenle ¢esitli calismalar neticinde metot gelistirilmis ve alkali
ekstraksiyon izoelektrik ¢oktiirme AE-IP metodu kismen degistirilerek {iriin
gruplarinin tamaminda (ekmek, yogurt ve vegan kofte) 6n islem sathasina eklenmistir.
Dolayist ile DPP-IV analizi o6ncesi 6n islemlere ek olarak AE-IP metodu

gerceklestirilmesi uygun goriilmistiir.

DPP-1V onleyici aktivite analizi 6ncesi kontrol, %5 APH, KPH ve BPH igeren ekmek,
yogurt ve vegan kofte iriinleri Oncelikle; 1:5 oraninda saf su ile karistirildi ve
vortekslendi. Ardindan 2 dk siire ile yliksek devirli karigtirict (shear mixer) vasitasiyla
10.200 rpm hizinda homojenize edildi. Homojenize iiriinler behere aktarildi ve 1N
NaOH yardimi ile pH 9.5’e ayarlandi ve 500 rpm’de manyetik karistiricida 1 saat kadar
karistirildi. Elde edilen iiriinler 20 °C’de, 5 dk 10.000x G ile santrifiij edildi ve
stipernatant toplandi. Siipernatant behere aktarildi ve 1 N HCI yardimi ile pH 4.5
degerine ayarlandi ve tekrar 20 °C’de, 5 dk 10.000x G hizinda santrifiij edildi. Kati
kisim (pellet) spatiil yardimi ile alinarak tartildi ve 1:10 saf su ile vorteks vasitasiyla
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karistirildi. Ardindan 2 dk siire ile yliksek devirli karistirict vasitastyla 10.200 rpm’de
homojenize edildi. Homojenize iiriinler 0.22 pm (mikrometre) CA filtreden gecirilerek

DPP-IV — 6nleyici aktivite analizine hazir hale getirilerek analizler yapildi.

Sekil 3.29: Hazirlanan 6rnekler 0.45 pm’lik PTFE filtreden gecirildikten sonra viallere
alinarak ACE — Onleyici aktivite analizi i¢in HPLC cihazina verilir. ACE inhibisyon
analizi; (Mobil faz A; %50 metanol, %50 saf su, %1TFA i¢cermektedir.) ACE kolonu
olarak EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 C18 REF; 720014.46 kullanild1 ve kolon firin1
sicaklig1 40°C da 228 nm’ye set edilerek calisilmistir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.6. istatistiksel Analiz

Arastirma kapsaminda hazirlanan vegan kofte, ekmek ve yogurt gruplart farkl
depolama siirelerinde (%2 ve %5 oranlarinda) degerlendirilmistir. ACE inhibisyon
oranlar1, kromatografik yontemlerle analiz edilmistir. Istatistiksel analizler, gruplar
arasindaki farkliliklarin belirlenmesi icin ANOVA, Tukey testi ve T-testi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Her bir analiz, %95 giiven araliginda degerlendirilmis ve

anlamlilik siirlar1 p<0.05 olarak belirlenmistir.
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3.7. Uriinlerin Simiile Edilmis (/n Vitro) Sindirimi

Sindirim protokolii sadece taze hazirlanmig (0. giin) ekmek, vegan kofte ve yogurt
numunelerine uygulandi. Numunelere %2 ve 5 oranlarinda hidrolizat eklendi
(Kontrol- %2APH-%5APH (aycicegi hidrolizat1)- %2KPH-%5KPH- (kasar peynir
hidrolizati) %2BPH-%5BPH- (beyaz peynir hidrolizati)) 7 farkli igerikte iiretimi ve
depolama sonrasi sindirimi ile toplamda 21 farkli iiriin sindirim protokoliine dahil

edilmisgtir.

Bu c¢alismada Minekus, M. ve digerleri, (2014) calismas1 kismen degistirilerek
uygulanmistir. Sekil 3.5’te yer alan disoliisyon cihaz1 su sicakligr 37°C ayarlandu.
Protein miktar1/ saf su 38 mg.ml! saf su olacak sekilde kontrol / %2 (APH, KPH, BPH)
/ %5 (APH, KPH, BPH); Hidrolizat iceren yogurt, ekmek ve vegan kofte iiriinleri i¢in
hepsi ayr1 ayr1 hesaplandi ve tarildi. Uzerine 5 ml saf su ilave edilerek ¢ozdiiriildii
(Sekil 3.30-3.32). 0,1 N HCl ile karisim pH 2’ye ayarlandi. Toplam protein miktarinin
%4°1 kadar pepsin eklendi. Ardindan laboratuvar tipi disoliisyon cihazi ve USP-2
uyumlu aparati vasitasiyla 1 saat 37°C 100 rpm hizda karistirilmaya baglamadan 6nce
ortamdan Ornek alindi. Sonrasinda karigtirma islemi baslatildi ve 30.-60. dk’larda
ornek toplandi. Ardindan 0.9 M NaHCOs3 (sodyum bikarbonat) ile pH 5.3’e ayarlandi
ve karisima %4 Pankreatin eklendi. Daha sonra pH 7.5 1 M NaOH ile ayarlandi ve 100
rpm hizinda 37°C 2 saat daha karistirildi. Ardindan 90-180. dakikalar arasinda 6rnek
topland1 ve sonrasinda 90°C’de 5 dk inkiibasyon islemi gerceklestirilerek enzim
inaktivasyonu saglandi. Son olarak Sekil 3.9°da goriilen Hitachi Centrifuge -CR22N-
N62567 (Japonya) tipi santrifiij cihazinda 10.000x G de 5dk santrifiij islemi yapilarak
stipernatant topland1 ve Sekil 3.33- 3.35’te goriildiigli gibi eppendorf tiiplerine alind1.
Yarim saat araliklarla toplanan numuneler ait numuneler biyoaktivite testlerine tabi

tutulmak lizere -80°C muhafaza edildi.
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Sekil 3.30: Kontrol, (%2-5) APH, KPH ve BPH hidrolizatlar1 igeren yogurt

orneklerinin liretim giinii (0. giin) in vitro simiilasyonu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 3.31: Uretim giinii (0. giin) Kontrol, (%2-5) APH ve KPH hidrolizatlar1 iceren

ekmek Orneklerinin in vitro simiilasyonu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 3.32: Protein oran1 38 mg.m™!, pH 2, 1 saat 37°C 100 rpm %4 pepsin (mide
ortami1) ve pH 7.5, 2 saat 37°C 100 rpm %4 pankreatin (bagirsak ortami) igeren tiretim
giinii (0. giin) vegan kofte ve iiretim giinii (0. giin) yogurt 6rneklerinin 180 dk’lik

sindirimi ve 5 dk 10.000x G santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 3.33: Protein oran1 38 mg.m™ pH 2, 1 saat 37°C 100 rpm %4 pepsin (mide
ortami1) ve pH:7.5, 2 saat 37°C 100 rpm %4 pankreatin (bagirsak ortami) igeren iiretim
giiniine (0. giin) ait ekmek kontrol, (%2-5) APH, KPH ve BPH igeren ekmek
orneklerinin 180.dk’lik sindirimi ve 5 dk 10.000x G santrifiij sonrasi elde edilen

supernatant.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 3.34: Protein oran1 38 mg.m™!, pH 2, 1 saat 37°C 100 rpm, %4 pepsin (mide
ortami1) ve pH 7.5, 2 saat 37°C 100 rpm %4 pankreatin (bagirsak ortami) igeren iiretim
giinii (0. glin) vegan kofte kontrol, (%2-5) APH, KPH ve BPH 6rneklerinin 180.dk’lik

sindirimi ve 5 dk 10.000x G santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 3.35: Protein oran1 38 mg.m™!, pH 2, 1 saat 37°C 100 rpm %4 pepsin (mide
ortami1) ve pH 7.5, 2 saat 37°C 100 rpm %4 pankreatin (bagirsak ortami) igeren iiretim
giinii (0. giin) yogurt kontrol, (%2-5) APH, KPH ve BPH o&rneklerinin 180.dk’lik

sindirimi ve 5 dk 10.000x g santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.7.1. Sindirim Protokolii Uygulanmis Uriinlere Biyoaktivite Testlerinin

Uygulanmasi

Sindirilmis ekmek, yogurt ve vegan kofte tirlinlerinin %ACE Onleyici aktivite testi i¢in

Sekil 3.36’da yer alan HPLC cihazindan istifade edilmistir.

Sekil 3.36: Kontrol ve %5 hidrolizat (APH, KPH ve BPH igeren ekmek, vegan kofte
ve yogurt 6rneklerinin sindirim sonrasi 180.dk ACE inhibisyon analizi; (Mobil faz A;
%50 metanol, %50 saf su ve %1TFA i¢ermektedir.) ACE kolonu olarak EC 250/4.6
Nucleosil 100-5 C18 REF; 720014.46 kullanild1 ve kolon firmni sicakligi 40°C da 228

nm’ye set edilerek calisilmigtir.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Proteinlerin Eldesi ve Proteolitik Muameleler

Aycigegi, beyaz ve kasar peynir alt1 suyu proteinlerinin elde edilmesinde, enzimatik
hidroliz yonteminden istifade edilmistir. Proteolitik enzim varliginda proteinlerin daha

kiigiik peptit ve amino asitlere pargalanmasi saglanmaistir.
4.1.1. Aycicegi, Beyaz ve Kasar Peynir Alt1 Suyu Protein Eldesi

Beyaz ve kasar peynir alti suyu numunelerinin ultrafiltrasyon (UF) yontemi ile
konsantresinde protein izolatinin %protein degeri Kjeldahl yontemiyle %88,2 olarak
bulunmustur. Peynir alt1 suyu proteinleri, yagsiz kasar ve beyaz peynir alt1 sularinin
konsantre halde eldesi i¢in ultrafiltrasyon prosesinde (Sekil 3.3) ve 10 kDa MWCO
membran (Sekil 3.21) kullanilmistir. Bu islem ile peynir alti suyu hacmen 30 kat
konsantre edilerek yapilmistir. On denemeler sirasinda literatiirde yer alan ¢alismalar
temel alinarak farkli hidroliz siireleri denenmistir. Hidroliz islemi sirasinda, proteaz
enzimi olarak ilk etapta Alkalaz enzimi (2 saat boyunca 50°C), sonrasinda ise

Flavorzim (4 saat boyunca 50°C) kullanilmistir.
4.1.2. Aycicegi, Beyaz ve Kasar Peynir Alt1 Suyu Protein Hidrolizi

Aycigegi protein izolati, kagar peynir alt1 suyu ve beyaz peynir alt1 suyu 6rnekleri her
biri 25 g tartild1 ve lizerine 250 ml saf su ilave edildi. Cozeltinin uzun siireli muhafazasi
icin igerisine %0.2 Soydum azit koruyucu ilave edildi. Elde edilen ¢ozeltiye %1
Alkalaz (Alc) enzimi ilave edilerek pH 8’e ayarlandi ve 2 saat boyunca 50°C da su
banyosunda bekletildi. Ardindan, %1 Flavorzim (Flv) enzimi ilave edilerek 4 saat pH
6-7 arasinda olacak sekilde 50°C da su banyosunda hidrolizatlar hazirlandi. Elde
edilen hidrolizatlarin 95°C da 5 dk su banyosunda enzim inaktivasyonu saglandi ve

urinler 10 dk buzda bekletildi ardindan 4°C’da mufaza edildi.
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4.1.3. Aycicegi, Beyaz ve Kasar Peynir Alti Suyu Numunelerinin %0Nem,

% Protein ve Kiil Tayini

Aycigegi cekirdeginin besin 6geleri kompozisyonu Tablo 4.1° de yer almaktadir.
Aycigegi protein izolatt %88.4 + 0,9 protein icerdigi bulgulanmistir. Soguk pres
isleminde de yagin biiylik bir kismu ¢ikarildig1 i¢in izolatin protein orani artmistir.
Protein izolati, diisiik nem igerigine sahiptir, bu da raf dmrii yiiksek bir {iriin anlamina
gelmektedir. Kiil miktari, Uirlinlerin mineral igerigi hakkinda bilgi vermektedir ve
protein izolatinda nispeten diisiik seviyelerde bulunmaktadir. Karbonhidrat icerigi

bakimindan da protein izolat1 diisiik karbonhidrat icerigine sahiptir.
Bu veriler 15181inda ayg¢igegi protein izolatinin yiiksek protein icerigi ve diisiik yag,
nem, kiil ve karbonhidrat icerigi ile daha konsantre bir protein kaynagi oldugu

goriilmektedir. Soguk pres ay ¢ekirdegi keki ise, yagin biiyiik bir kisminin

cikarilmasiyla protein icerigi artmis bir tiriindiir.

Tablo 4.1: Aygekirdegi drneklerinin besin 6geleri kompozisyonu.

Karbonhidrat
Protein (%) Nem (%) Yag (%) Kiil (%)

o

Kabuksuz i¢ ay 3,05, 7510.8b 54.8402a 3.8:04b 10.8+0.22
cekirdegi

Soguk  pres ay 40..03h  9.6£0.50 10.840.7b 6.740.5a 35,6+1.1
cekirdegi keki

Ay cekirdek

- 88.4+0,9a 4.4+02c 1.2+03c 1.8+0.1c 2.38+0.2
protein izolati

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.1.4. Kjeldahl Analizleri

Farkl1 protein kaynaklarinin ve isleme yontemlerinin protein igerigi lizerindeki etkisi
Tablo 4.2°de gosterilmektedir. Konsantrasyon ve hidroliz islemleri, protein igerigi

iizerinde etkilidir ve sindirimi kolaylagtirmak i¢in kullanilabilmektedir.

73



Tablo 4.2: Orneklerin protein icerikleri (%)

Ornek % Protein
Ay ¢ekirdegi keki 53.84+£04
API 88.4+0.9
APH 6.44 +0.0
APH 10 kDa retentate 34.07+£3.0
APH 10 kDa permeate 2.58+0.0
APH 3 kDa retentate 5.02+0.2
Kasar PAS 1.41 £0.1

Kasar PAS 5 kat hacmen konsantre edilmis fraksiyon 6.1 £0.1
Kasar PAS 30 kat hacmen konsantre edilmis fraksiyon 10.78 £0.9
Beyaz PAS 0.53+0.0
Beyaz PAS 5 kat hacmen konsantre edilmis fraksiyon 2.46 £0.1
Beyaz PAS 30 kat hacmen konsantre edilmis fraksiyon  5.46 £ 0.1

API: Aycekirdegi protein izolati, APH: Aycekirdegi protein Alkalaz ve Flavorzim
hidrolizati, PAS: Peynir alt1 suyu

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.1.5. TNBS Yontemi ile Hidroliz Derecesinin (%DH) Belirlenmesi

Enzimatik proteoliz etkinligi arttikga numunelerin hidroliz derecesi de artmaktadir.
Buna bagli olarak protein hidrolizatlarinin teknik ve biyolojik 6zellikleri, numunelerin
hidroliz derecesine baglidir. Tablo 4.3 farkli hidroliz siirelerinin aygigegi protein
hidrolizatlar1 ve c¢esitli peynir altt suyu protein hidrolizatlar1 iizerindeki etkilerini
gostermektedir. Verilere gore, aygicegi protein hidrolizatlarinin 4 saatten sonra
hidroliz derecesinde énemli bir artis gozlenmemektedir. Bu durum 4 saatlik siirenin
optimum hidroliz derecesine ulagsmak i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Kasar ve
beyaz peynir alt1 suyu protein hidrolizatlarinda zamana bagl artig gézlense de 4 saatlik
stirede elde edilen hidroliz derecesi belirli bir seviyeye ulasmistir. APH, KPH ve BPH

numunelerinin hidroliz derecesi analizine ait gorseli Sekil 4.1 de yer almaktadir.
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Tablo 4.3: Hidroliz derecesi (%DH) analiz sonuglari.

Ornek Flavorzim siiresi (saat) % DH

APH 2 13.24+£0.7
APH 4 16.35+1.0
APH 18 16.38 +0.3
KPH 2 3.83+04
KPH 4 446 +0.5
KPH 18 9.63£0.8
BPH 2 7.98+1.4
BPH 4 10.10+0.3
BPH 18 13.41+£10.4

APH: Aygcicegi protein hidrolizati, KPH: Kasar peynir alt1 suyu hidrolizati, BPH:
Beyaz peynir alt1 suyu hidrolizati, DH: Hidroliz derecesi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.1: Sirasiyla kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizati (KPH), ay¢igegi protein
hidrolizatt (APH) ve beyaz peynir alt1 suyu protein hidrolizatlarinin (BPH) hidroliz

derecesi analizinin (TNBS) yapilmasi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Aycigegi protein hidrolizatlar1 kapsaminda ve farkli molekiiler agirliginda elde edilen
fraksiyonlarinin hidroliz dereceleri Tablo 4.4’te sunulmustur. Numunelerin molekiiler
agirlik azaldik¢a hidroliz derecesinin arttifi gozlenmektedir. Bu durum, daha kiiciik
molekiillerin enzimler tarafindan daha kolay parcalandigini ve hidrolize ugradigini

gosterir.

Tablo 4.4: Hidrolizat ve fraksiyonlarin hidroliz derecesi (%DH) analiz sonuglar1.

Ornek % DH

APH 1635+ 1.0
APH >10 kDa 60.63 £2.3
APH <10 kDa 67.81+1.2
3<APH <10 kDa 7851 £1.1

APH: Aygicegi protein hidrolizati, DH: Hidroliz derecesi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.2. Aycicegi, Beyaz ve Kasar Peynir Alti Suyu Hidrolizatlarinin Biyoaktivite

Analizleri

Protein hidrolizatlarina ve ultrafiltrasyon fraksiyonlarina DPP-1V (dipeptidil peptidaz)
ve ACE onleyici aktivite testleri uygulanmistir. Elde edilen inhibe edici aktivite
sonuclar1 Tablo 4.5 lizerinde gosterilmektedir. APH i¢in elde edilen verilerde sirasiyla
10 kDa ve 3 kDa membranlardan gecmis olan filtratlar % DPP-IV ve % ACE
inhibisyon testlerinde daha yiiksek etkinlik gdstermistir. Iki kaset (10-3 kDa) aras1 elde
edilen hidrolizatlarin toplam filtratlardan daha az aktivite gdsterdigi belirlenmistir.
Aycicegi hidrolizatlarina ait fraksiyonlarin, % DPP-IV onleyici aktivite acgisindan
peynir alti suyu numunelerinden elde edilen hidrolizat ve fraksiyonlar nispetle daha
etkili oldugu goriilmektedir. Beyaz ve kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizatlarinin
% DPP-IV inhibisyon aktivite degerleri sirasiyla 31,1% ve 36,4% olarak
belirlenmistir. Tiim hidrolizat ¢esitlerine ait fraksiyonlarda % DPP-IV inhibisyon
aktivite degerleri agisindan 3 kDa’dan membrandan ge¢mis fraksiyonlarin en yiiksek
enzim Onleyici aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Diger yandan, peynir alt1 suyu
hidrolizatlarinin % ACE inhibisyon aktivite testi acisindan aygicegi protein hidrolizat
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ve fraksiyonlarina kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Onceki literatiirde siit
proteinlerinin antihipertansif etkileri alaninda yaygin sayilabilecek olcilide yayinlar
(Kogak ve Sanli, 2016) bulunmakla birlikte, benzer literatiiriin ay¢icegi numuneleri
icin kisith oldugu sdylenebilir (Clemente et al., 1999). Dolayisiyla mevcut bulgular,
onceki caligmalar ile tutarlidir. Beyaz ve kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizati ve
fraksiyonlar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde ise beyaz peynir alti suyu
prosesinden elde edilen fraksiyon ve hidrolizatlarin ACE ve DPP-IV oOnleyici

aktivitelerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Protein hidrolizatlarinin %DPP-1V ve %ACE inhibisyon aktivite degerleri.

Ornek %DPP-1V % ACE
inhibisyonu inhibisyonu

APH - 79.7+3.8
APH <10 kDa 70.6 £3.2 96.3 £ 0.1
3<APH <10 kDa 333£1.8 75.5+3.7
3<APH <5 kDa 53.7+33 93.7+7.7
5<APH <10 kDa 55.0+1.2 83.0+ 4.6
APH <5 kDa 53.8+2.2 843 +£12.5
APH <3 kDa 75.0+0.3 86.7+2.0
KPH 36.4+9.4 90.6 1.2
KPH <10 kDa 71.1£6.7 98.2+1.2
3<KPH <10 kDa 333+1.8 100.0+1.3
KPH <3 kDa 75.0+0.3 91.4+59
BPH 31.1+£2.1 100 £0.7
BPH <10 kDa 72.6 £6.9 100+5.9
3<BPH <10 kDa 72.3+24 100+2.5
BPH <3 kDa 75.0+£0.3 92.1+6.0

APH: Aygicegi protein hidrolizati, KPH: Kasar peynir alt1 suyu hidrolizati, BPH:

Beyaz peynir alt1 suyu hidrolizati

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.3 Model Gida Uriinlerine Biyoaktivite Testlerinin Uygulanmasi
4.3.1. ACE Onleyici Aktivite Testi

Model {iriinler i¢in hazirlanan kontrol ve protein fraksiyonlar1 eklenen 6rnekler i¢in %
ACE inhibe edici aktivite testine ait APH ekmek, yogurt ve vegan kofte tiriinlerinde 0.

Gline ait sonuglar Tablo 4.6 iizerinde verilmistir. Ekmek ve kofte model 6rneklerinde,
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peptit fraksiyonlarinin eklenmesinin % ACE inhibisyon aktivite degerlerini
iyilestirdigi goriilmiistiir. Ozellikle %5 oraninda peptit fraksiyonlar: eklenen model
iriinlerin daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Diger yandan, kontrol
yogurt drneginin ise %2 APH’ye kiyasla daha yliksek % ACE inhibe edici aktivite
gosterdigi gozlemlenmistir. Bunun nedeni olarak, yogurdun fermantasyonu sirasinda
ortaya ¢ikan siit peptitlerinin kontrol 6rneginde daha etkin oldugu diistiniilmektedir.
Probiyotik yogurt mayasi olarak standart bir {iriin eldesi i¢in yayla maya probiyotik
yogurt markasi kullanilmistir. Uriin igeriginde bulunan, Streptococcus thermophilus,
stit asitligini arttirarak kivam vermektedir. Lactobacillus acidophilus, sindirim sistemi
saghgina katkida bulunmaktadir. Bifidobacterium animalis spp. lactis;, bagirsak

sagligin1 desteklemektedir.

ACE inhibisyonunun kontrol yogurt numunelerinde yiiksek bulunmasinin birden fazla
nedeni olabilir. Bunlar kullanilan hidrolizatin etkisine, doz ve konsantrasyonuna,
bakteri aktivitesine, siit yagi icerigine ve probiyotik bakterilerin etkisine baglidir

(Giirbiiz, Erkaya Kotan, Giirmeri¢ ve Sengiil, 2023).

Probiyotik bakterilerin aktivitesi, ay¢icegi hidrolizati ile etkilesime girmis olabilir. Bu
etkilesim sonucunda ACE inhibisyonu artma potansiyeli vardir. Ay¢icegi hidrolizati,
icerdigi biyoaktif bilesenler nedeniyle ACE inhibisyonunu arttirabilir. Bu bilesenler,
kan basmcini diizenleyen enzim olan ACE’yi etkileyebilir. Aycicegi hidrolizatinin
eklenme oraninin etkili oldugu bulunmustur (%2 ve %S5). Probiyotik bakteriler, siitiin
fermentasyonunda enzimler araciligiyla peptitleri olusturmaktadir. Bu peptitler, ACE
inhibisyonuna sebep olabilmektedir. Aycicegi hidrolizati igeren yogurt numunelerinin
%ACE inhibisyonu etkisinin artmig olabilecegi diigiiniilmektedir. Siit yag: igerigine
bagli olarak, aycicegi hidriolizati eklenen yogurtlarda siit yagi orani degismis olabilir.
Burada siit yagi miktari, ay¢igegi hidrolizatinin siit yaginin icerdigi yag asitleri
(6zellikle doymamis yag asitleri) bilesimindeki rolii, tekstiir ve lezzet farkliligi da
dolayli olarak siit yagi bilesimini etkileyebilir. Dolayis1 ile siit yagi da ACE

inhibisyonunu etkileyebilir.
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Tablo 4.6: Depolama siiresi (t= 0) model gida iirlinlerin ACE-6nleyici aktivite (%)

analiz sonuglart.

Ornek % ACE inhibisyonu
Kontrol Yogurt 274+ 1.1
%2 APH Yogurt 23.8+1.8
%35 APH Yogurt 293+ 1.6
Kontrol Ekmek 16.4+0.1
%?2 APH Ekmek 23.2+0.1
%35 APH Ekmek 324+0.1
Kontrol Vegan Kofte 43.1+0.0
%2 APH Vegan Kofte 84.9+0.9
%35 APH Vegan Kofte 80.6+2.5

APH: Aycicegi protein hidrolizati

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Depolama siiresince muhafaza edilen kontrol, %2-5 (APH, KPH ve BPH)
hidrolizatlar1 iceren vegan kofte iiriinlerinin %ACE aktivite inhibisyon degerleri Tablo
4.7°de yer almaktadir. Etiket bilgilerine gore vegan kdfte karigimi bezelye proteini
icermektedir. Bezelye proteini, ACE inhibisyonu potansiyeli bulunan triptofan, lizin
ve arginin gibi amino asitler bakimindan zengindir. Bu peptitler, depolama sirasinda
degisiklige ugrayarak daha etkin hale gelebilir (Esen, 2022). Vegan koftenin i¢indeki
bitkisel proteinler, depolama sirasinda fermentasyona ugrayabilir. Fermentasyon,
ACE inhibisyonu saglayan peptitlerin olusumunu arttirabilir (Esen, 2022). Ornegin,
bir calismada, soya proteini ile hazirlanan vegan koftelerin fermentasyonu sonucunda

ACE inhibisyonu aktivitesini %40 arttig1 gosterilmistir.

Vegan koftenin icindeki bitkisel proteinler, depolama sirasinda hidroliz olabilir.
Hidroliz, ACE inhibisyonu saglayan peptitlerin serbest kalmasini saglar (Eroglu,
2016). Ornegin, bir ¢alismada, kinoa proteini ile hazirlanan vegan kéftelerin hidrolizi

sonucunda ACE inhibisyonu aktivitesinin %60 arttig1 gdsterilmistir.

Bu bilgiler 1s181inda, vegan koftenin depolama siirecinde ACE inhibe edici aktivitite
testinde gozlemlenen artigin, koftenin icindeki bitkisel proteinlerin degisiklige

ugramasiyla ilgili olabilecegi soylenebilmektedir.
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Tablo 4.7°de depolama siiresince %ACE inhibisyon degerlerinde baz1 dalgalanmalar
gozlemlenmektedir. Kontrol vegan kofte (KVK) degerleri; genel olarak dalgali bir
seyir izlemektedir. Depolamanin 4. ayinda en yiiksek degeri (85.3) gosterirken, 5. ayda
en diisiik degeri (61.7) gosterdigi goriilmektedir. APH %?2; 4. ayda en yiiksek degeri
(96.4) gostermektedir. Degerler genel olarak yiiksek, ancak 6. ayda bir diisiis
gozlemlenmektedir (69.3). %5 APH; 4. ayda en yliksek degeri (88.0) gosteriyor. 2.
ayda belirgin bir diisiis vardir (51.9), ancak diger aylarda sonuglar daha dengelidir. %2
KPH; degerler genel olarak diisiiktiir ve 4. ayda en diisiik degeri (57.6) gostermektedir.
%5 KPH, 4. ayda en yiiksek degeri (91.6) gostermektedir. Degerler genel olarak
yiiksek ve stabildir. %2 BPH, 2. ayda en yiiksek degeri (82.5) gostermektedir. Degerler
genel olarak stabil, ancak 6. ayda bir diisiis goriilmektedir (65.0). %5 BPH, 4. ayda en
yliksek degeri (80.7) gostermektedir. Degerler genel olarak stabildir.

Aycigegi, beyaz ve kasar peynir alt1 suyu numuneleri ve konsantrasyonlari (%2-%5)
arasinda farkliliklar vardir. APH %2, 4. ayda en yiiksek degeri gosterirken (96.4), APH
%35 4. ayda (88.0) degerine sahiptir. APH %2 genel olarak daha yiiksek ve stabil
degerler gostermektedir. KPH, %2 KPH degerleri genel olarak diisiik ve dalgalidir.
KPH %S5 ise daha yiiksek ve stabil degerler gostermektedir, 6zellikle 4. ayda (91.6).
BPH, %2 BPH ve %5 BPH gruplar arasinda biiytik farklar yoktur, ancak %2 BPH 2.
ayda en yliksek degeri gostermektedir (82.5). BPH %S5 ise 4. ayda en yiiksek degeri
gostermektedir (80.7).

Hidrolizat igeren (%2-%35) numuneler arasindaki farkliliklardan bahsetmek gereksirse,
%?2 hidrolizat iceren numuneler, genellikle daha diisik ve dalgali degerler
gostermektedir. Ancak %2 APH, 4. ayda en yliksek degeri (96.4) gostermektedir. %5
hidrolizat iceren gruplar ise genellikle daha yiiksek ve stabil degerler gostermektedir.

Ozellikle %5 KPH ve %5 APH, 4. ayda yiiksek degerleri gdstermistir (91.6 ve 88.0).

Sonug itibari ile depolama siiresince degisim degerleri dalgalanma gostermektedir,
ancak bazi gruplar (6zellikle %5 hidrolizat icerenler) daha stabil ve yiiksek degerler
sergilemektedir. Aycicegi, beyaz ve kasar peynir alti suyu numuneleri arasindaki
farkliliklar incelenecek olursa, APH grubu genel olarak daha yiiksek %ACE
inhibisyon degerlerine sahiptir. KPH grubu ise %35 hidrolizat icerenlerde daha iyi
performans gostermektedir. Hidrolizat iceren (%2 ve %5) gruplar arasindaki
farkliliklar ise %5 hidrolizat iceren gruplar genel olarak daha yiiksek ve stabil %ACE
inhibisyon degerlerine sahiptir. Bu veriler incelendiginde, ozellikle %5 hidrolizat
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iceren gruplarin %ACE inhibe edici aktivite agisindan daha etkili oldugu

sOylenebilmektedir.

Tablo 4.7: Depolama siiresince muhafaza edilen Kontrol, %2-5 (APH, KPH ve BPH)

grubu vegan kéfte iirlinlerinin %ACE aktivitesi inhibe edici degerleri

KVK %2APH %SAPH %2KPH %SKPH %2BPH %S5SBPH
0. Ay 77.7+82 849+£09 80.6£25 751£3.0 902+0.8 77.4+0.2 67.8=+3.1
1. Ay 67449 73.0£1.0 51.9+£05 63.5+£28 755+6.3 825+0.3 80.7=0.1
2. Ay 76.2+8.0 76.7+75 773+65 62115 73.6+24 78.1+56 757+1.0
3. Ay 853+00 964+14 88.0+05 57.6+2.6 91.6+03 69.1+05 80.7+5.4
4. Ay 61.7+75 71.6+12 734+59 67.0+4.1 84.7+1.8 77.0+6.6 71.9+3.1
5. Ay 664+47 693+44 7T72.6+29 659+15 822+0.0 65.0+34 72.0+438

KVK: Kontrol grubu vegan kofte, APH: Aycicegi protein hidrolizat1 iceren vegan
kofte, KPH: Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizati iceren vegan kifte, BPH: Beyaz

peynir alt1 suyu protein hidrolizati iceren vegan kofte.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Vegan kofte gruplari arasinda yapilan analizler, %ACE inhibisyonu agisindan
depolama stiresi ve farkli hidrolizat tiirlerinin etkili oldugunu ortaya koymustur.
ANOVA sonuglarina (Tablo 4.8) gore, F-istatistigi (2.56) ve p-degeri (0.037), gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar bulundugunu géstermistir. Bu durum
hem depolamanin hem de hidrolizat oranlarinin (%2 ve %5) %ACE inhibisyon

oranlar iizerinde dogrudan etkili oldugunu kanitlamaktadir.

Tukey testi, kontrol grubu (KVK) ile hidrolizat iceren gruplar arasinda anlamli farklar
oldugunu ortaya koymustur. APH, KPH ve BPH gruplari, genellikle kontrol grubuna
gore daha yiiksek inhibisyon oranlarina sahiptir. Ayrica, ayni hidrolizat tiiriine ait %2
ve %5 oranlar1 arasinda da bazi durumlarda anlamli farklar tespit edilmistir. Bu sonug,
hidrolizat oranlarinin inhibisyon degerlerini dogrudan etkiledigini ve %5 oraninin

genellikle daha etkili oldugunu gdstermektedir.
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T-testi sonuglar1 (Tablo 4.9), kontrol grubu ile diger gruplar arasinda belirgin
farkliliklar oldugunu dogrulamistir. APH (%2 ve %5) gruplari, 6zellikle 0. ayda
kontrol grubuna gore daha yiiksek inhibisyon oranlart géstermistir. KPH (%2 ve %5)
gruplari, depolama stiresince genellikle daha yiiksek degerler sergilemistir ancak bu
fark zamanla azalabilmektedir. BPH (%2 ve %5) gruplarinda ise bazi aylarda yiiksek
degerler elde edilmesine ragmen, dalgali bir seyir gozlemlenmistir. Bu durum,
hidrolizat tiirliniin ve oraninin inhibisyon oranlarindaki degisikliklerde 6nemli bir rol

oynadigimi ortaya koymaktadir.

Depolama siiresi, inhibisyon oranlar1 iizerinde belirgin bir etkiye sahiptir. Kontrol
grubu ve bazt APH gruplarinda depolama siiresi boyunca inhibisyon degerlerinde
diisiisler goriilmiistiir. Ote yandan, KPH gruplari daha kararli degerler sunmus ve uzun
siireli depolama icin daha uygun bir secenek oldugunu gostermistir. Ilging bir sekilde,
baz1 gruplar zamanla artig gostermistir; 6rnegin, %2 APH grubu 3. ayda en yiiksek
inhibisyon degerlerine ulasmistir. Bu, hidrolizatlarin  etkilerinin  zamanla
degisebilecegini ve bu degisikliklerin depolama kosullarina bagli olabilecegini

gostermektedir.

Genel olarak, hidrolizat iceren vegan kofteler, kontrol grubuna kiyasla daha ytiksek
%ACE inhibisyon oranlar1 saglamis ve %35 oraninda hidrolizat iceren gruplar, %2
oranina gore daha etkili bulunmustur. Depolama siiresi boyunca stabilite dnemli bir
faktor olmus ve daha kararli inhibisyon degerleri elde etmek i¢in depolama kogullari
ile siirelerinin optimize edilmesi gerektigi ortaya cikmustir. Ozellikle KPH ve APH
gruplar;, ACE inhibisyonu acisindan fonksiyonel gida tiiretimi igin biiyiik bir

potansiyel tasimaktadir.

Bu baglamda, hidrolizat tiirleri ve oranlar1 izerinde daha yogun ¢aligmalar yapilabilir.
Ozellikle %5 oranmnin etkili oldugu dikkate alinarak bu oran, fonksiyonel gidalarda
oncelikli tercih olabilir. Depolama stabilitesini artirmak ve iriinlerin uzun vadeli
etkinligini saglamak i¢in formiilasyonlar {izerinde c¢alismalar yapilmasi
onerilmektedir. Ayrica, ACE inhibisyonunun saglik tizerindeki uzun vadeli etkilerini
anlamak i¢in klinik ¢aligmalar yapilabilir. Bu analizler, vegan koftelerin fonksiyonel
ozelliklerinin ~ gelistirilmesi ve tiiketiciye sunulmasinda Onemli bir temel

olusturmaktadir.
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Tablo 4.8: ANOVA ve Tukey Testi- vegan kofte gruplar1 %ACE inhibe edici degerleri

Grupl Grup2 Ortalama Farki Alt Stmr Ust Stmir  p-Degeri  Anlamh Fark

%2 APH %2 BPH -3.783 0.985 -18.839 11.273 Yok
%2 APH %2 KPH -13.408 0.108 -28.464 1.648 Yok
%2 APH %5 APH -4.683 0.957 -19.739 10.373 Yok
%2 APH %5 BPH -3.817 0.984 -18.873 11.239 Yok
%2 APH %5 KPH 4.267 0.972 -10.789 19.323 Yok
%2 APH KVK -6.175 0.855 -21.231 8.881 Yok
%2BPH %2 KPH -9.625 0.434 -24.681 5.431 Yok
%2BPH %5 APH -0.9 1.0 -15.956 14.156 Yok
%2BPH %5 BPH -0.033 1.0 -15.089 15.023 Yok
%2BPH %5 KPH 8.05 0.639 -7.006 23.106 Yok
%2BPH KVK -2.392 0.999 -17.448 12.664 Yok
%2KPH %5 APH 8.725 0.55 -6.331 23.781 Yok
%2KPH %5 BPH 9.592 0.438 -5.464 24.648 Yok
%2KPH %5 KPH 17.675 0.013 2.619 32.731 Var
%2KPH KVK 7.233 0.742 -7.823 22.289 Yok
%5 APH %5 BPH 0.867 1.0 -14.189 15.923 Yok
%5 APH %5 KPH 8.95 0.52 -6.106 24.006 Yok
%5 APH KVK -1.492 0.999 -16.548 13.564 Yok
%5 BPH %5 KPH 8.083 0.634 -6.973 23.139 Yok
%5BPH KVK -2.358 0.999 -17.414 12.698 Yok
%5KPH KVK -10.442 0,338 -25.498 4.614 Yok

KVK: Kontrol grubu vegan kofte, APH: Aygicegi protein hidrolizat1 iceren vegan
kofte, KPH: Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizati iceren vegan kifte, BPH: Beyaz

peynir alt1 suyu protein hidrolizati iceren vegan kofte.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.9: t-Test - vegan kofte gruplar1 %ACE inhibe edici degerleri

Grup 1 Grup 2 t-istatistigi p-degeri Anlamh Fark
KVK KVK 0.0 1.0 Yok
KVK %2 APH -1.119 0.289 Yok
KVK %5 APH -0.244 0.812 Yok
KVK %2 KPH 1.682 0.124 Yok
KVK %5 KPH -2.240 0.049 Var
KVK %?2 BPH -0.537 0.603 Yok
KVK %5 BPH -0.566 0.584 Yok
%2 APH %5 APH 0.721 0.487 Yok
%2 KPH %5 KPH -4.622 0.001 Var
%2 BPH %5 BPH 0.010 0.992 Yok

KVK: Kontrol grubu vegan kofte, APH: Aycicegi protein hidrolizat1 iceren vegan
kofte, KPH: Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizati iceren vegan kifte, BPH: Beyaz

peynir alt1 suyu protein hidrolizati iceren vegan kofte.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.10°da sunulan veriler APH iceren ekmek orneklerinin ACE inhibe edici
aktivite ortalamasmin %350 degerinin altinda c¢ikmasinin birden fazla sebebi
olabilecegi degerlendirilmistir. Oncelikle aycicegi hidrolizatlari ACE inhibe edici
peptitler acisindan zengin olmayabilir. Aycicegi proteini diger bitkisel proteinlere gore
daha diisiik bir biyolojik degere sahiptir (Ding, 2018). Ancak kontrol grubu, %2 APH
ve %5 APH iceren ekmeklerin kendi kategorilerinde ortalamasi alinacak olursa sirasi
ile ACE inhibe edici aktivite degerleri kontrol numunelerinde %27.73, %2APH i¢in
%31.46 ve %5 APH igeren iiriin i¢in ise %32.12 olarak bulunmustur. Buna bagli olarak
APH hidrolizat miktarinin ekmek numunelerinde ACE inhibisyonunu arttiric1 bir
etkiye sahip oldugunu sdylemek miimkiin olacaktir. Bu sonug¢ aygicegi protein
hidrolizatinin ACE inhibe edici peptitler icerdigini ve bu peptitlerin ekmek yapimi
sirasinda ve sonrasinda aktivitelerini kismen koruyabildigini gostermektedir. Ancak,
ACE inhibisyonundaki artigin ay¢icegi hidrolizat1 konsantrasyonu ile dogru orantili

olmadigi da bulunmustur. Bu durum, ay¢i¢egi hidrolizatinin peptit kompozisyonunun,
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ekmek hamurunun 6zelliklerinin ve ekmekte bulunan mikroorganizmalarin etkisiyle
degisebilecegini diisiindiirmektedir (Tas & Giineser, 2021). Ayrica aygicegi
hidrolizatinin ekmek hamuruna ilavesi ile ekmek yapimi sirasinda peptitlerin 1si,
asitlik, enzim ve mikroorganizma etkilerine maruz kalma potansiyeli
olusabilmektedir. Dolayisiyla peptitlerin yapilarin1 ve aktivitelerini bozabilir (Shori,

vd. 2022). Asitlik arttik¢a inhibisyon azaliyor da olabilir.

Ekmegin dogal yapisinda bulunan enzimler, ekmek yapim siirecinde rol oynamaktadir.
Bu enzimler, hamurun yapisini diizenler, mayalanma siirecini etkiler ve ekmek
kalitesini belirler. Baglica ekmek enzimleri; alfa amilaz, proteaz, lipaz, hemiseliilozaz,
fosfataz ve glutaminazdir. Ekmekteki enzimlerin, o6zellikle lipaz enziminin,
anjiyotensin-II’nin etkisini degistirebilecegi diisiiniilmektedir (Diatek, 2024). Lipaz
aktivitesinin anjiyotensin-II seviyelerini etkileyebilecegi ve dolayisiyla ACE
inhibitorlerinin etkisini modiile edebilecegi diislinlilmektedir. Bu enzimler, ekmekteki
proteinleri, nisastay1 ve yaglari parcalamaktadir. Aycicegi hidrolizati iceren ekmekler,
konsantre oranlarina gore, kontrol grubuna nispeten daha farkli bir aroma, dokusal
yap1 ve lezzet profili sunabilir. Ekmek mikroorganizmalarimin ACE inhibe edici
aktiviteye etkisi ise, mikroorganizmalarin tiirline, sayisina, aktivitesine ve hidrolizatin
peptit kompozisyonuna bagl olarak degisebilir. Genel olarak ekmekte bulunan maya
ve laktik asit bakterileri, hidrolizatlarda bulunan peptitleri daha kiigiik parcalara
bolerek ACE inhibe edici aktivite degerlerini artirabilir ya da azaltabilir. Ancak bazi
mikroorganizmalar peptitleri inaktive edebilir veya ACE inhibisyonu anlaminda
rekabet edebilir. Bu nedenle ekmekte bulunan mikroorganizmalarin ACE
inhibisyonuna etkisi hakkinda kesin bir sey sdylemek miimkiin degildir. Bu faktorler

ACE inhibisyonunun diisiik olmasina katkida bulunmus olabilir.
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Tablo 4.10: Depolama siiresince muhafaza edilen Kontrol, (%2-5) APH, KPH ve BPH

grubu ekmek {iirlinlerinin %ACE aktivitesi inhibe edici degerleri.

KE %2-APH %5-APH %?2-KPH %S5-KPH %2-BPH %/5-BPH

0. Giin 164+0.1 232+0.1 324+0.1 47.5+0.1 53.7+0.1 285+1.7 37.6+34
1. Giin 455+32 204+£08 257+1.4 48.1+£0.1 53.9+1.8 252+1.0 39.6+1.0
2. Giin 271+£2.6 20.0£3.1 363+£25 465+£57 58.0+£2.5 263+58 403+9.2
3. Giin 247423 250+0.8 36.1+1.7 43.6+0.8 549+0.5 33.0+00 47.8+1.7
4. Giin 204+£0.0 184+04 249+0.8 445+22 50.7+0.8 23.5+19 402+7.1
5. Giin 323+£03 333+1.1 403+£1.0 504+0.7 55702 263+£22 363+£3.5

KE: Kontrol grubu ekmek, APH: Ayg¢igegi protein hidrolizat1 iceren ekmek, KPH:
Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat1 igeren ekmek, BPH: Beyaz peynir alt1 suyu

protein hidrolizat1 igeren ekmek.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ekmek gruplari arasinda yapilan analizler, %ACE inhibisyonu a¢isindan depolama
siiresi boyunca ve farkli hidrolizat tiirleri ile oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. ANOVA sonuglar1 (Tablo 4.11), F-
istatistigi (11.85) ve p-degeri (3.19 x 1077) ile bu farklarin varligin1 gii¢lii bir sekilde
desteklemektedir. Bu durum, depolamanin ve kullanilan hidrolizat tiirii ile oranlarinin,

%ACE inhibisyon oranlar1 lizerinde dogrudan etkili oldugunu gostermektedir.

Tukey testi sonuglari, hangi gruplar arasinda anlamli farklar oldugunu daha ayrintili
bir sekilde ortaya koymustur. Kontrol grubu (KE), APH, KPH ve BPH igeren gruplara
kiyasla genellikle daha diisiik %ACE inhibisyon oranlarina sahip olmustur. Ozellikle
KPH ve BPH gruplari, kontrol grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek inhibisyon
oranlar1 sergilemistir. Bununla birlikte, %2 ve %5 hidrolizat oranlar1 arasinda da bazi
farklar gozlemlenmistir; 6rnegin, %5 oran1 genellikle %2 oranina kiyasla daha ytiksek
inhibisyon saglamis ve bu durum oran artisinin inhibisyon {izerinde olumlu bir etkisi

oldugunu kanitlamistir.
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T-testi sonuglar1 (Tablo 4.12), kontrol grubu ile diger gruplar arasinda Onemli
farkliliklar oldugunu desteklemistir. APH (%2 ve %35) gruplari, kontrol grubuna gore
genellikle daha yiiksek inhibisyon oranlari saglamig, ozellikle depolamanin ilk
giinlerinde bu farklar belirgin hale gelmistir. KPH (%2 ve %?5) gruplari ise tiim analiz
stiresince kontrol grubundan daha yiiksek inhibisyon oranlar1 gostermis, %5 KPH
grubu en kararli sonuglara ulasmistir. BPH (%2 ve %5) gruplarinda da inhibisyon
degerleri genelde kontrol grubundan daha yiiksek olmus, ancak bazi giinlerde
dalgalanmalar gozlemlenmistir. %2 ve %5 hidrolizat oranlar1 ayni tiirler icinde
karsilastirildiginda, %5 orani genelde daha yiiksek inhibisyon degerleri sunmus ve bu

da oran artisinin faydali etkilerini bir kez daha ortaya koymustur.

Depolama siiresi boyunca, %ACE inhibisyon oranlarinda belirgin degisiklikler
gozlemlenmistir. Kontrol grubu (KE), dalgali bir seyir izlemis ve depolama siiresince
diizensiz degisim gostermistir. APH ve BPH gruplarinda (%2 ve %S5), bazi1 giinlerde
inhibisyon oranlarinda diisiisler yasanmis ve bu durum depolama stabilitesinin
gelistirilmeye acik oldugunu gostermistir. Ote yandan, KPH gruplar1 (%2 ve %3),
depolama boyunca en kararli inhibisyon degerlerini sergilemis ve 6zellikle %5 KPH

grubu hem ytiksek hem de sabit inhibisyon oranlar1 sunarak 6n plana ¢ikmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, KPH ve BPH gruplari %ACE inhibisyonu
acisindan en yiiksek degerleri sunmus ve depolama siiresince daha kararli olmustur.
Ayrica, %5 oraninda hidrolizat igeren gruplar, genelde %?2 oranina kiyasla daha etkili
bulunmustur. Bu da oran artiginin inhibisyon oranlarini iyilestirdigini gostermektedir.
Depolama siiresi ise inhibisyon degerleri tizerinde etkili olmus; bazi gruplarda stabilite
saglanirken digerlerinde diisiisler gozlemlenmistir. KPH igeren %5 grubu, yiiksek ve
kararli inhibisyon oranlar1 nedeniyle fonksiyonel ekmek iiretiminde en gii¢lii aday
olarak degerlendirilmektedir. APH ve BPH gruplar1 da etkili olmasina ragmen

depolama stabilitelerinin gelistirilmesi gerektigi 6ne ¢ikmustir.

Sonug olarak, KPH ve %S5 orani, fonksiyonel ekmek {iretiminde tercih edilmelidir.
Daha uzun siireli depolama stabilitesi saglamak icin formiilasyon gelistirme
caligmalar1 yapilabilir. Ayrica, ACE inhibisyonunun uzun vadeli saglk etkilerini
anlamak i¢in ileri klinik ¢alismalar Onerilmektedir. Bu analizler, hidrolizat igeren
ekmeklerin hem fonksiyonel o6zelliklerinin gelistirilmesi hem de tiiketiciye

sunulmasinda 6nemli bir temel saglamaktadir.

87



Tablo 4.11: ANOVA ve Tukey Testi- ekmek gruplari %ACE inhibe edici degerleri

Grup 1 Grup 2 Ortalama Farki  Alt Simir ~ Ust Simir ~ p-Degeri  Anlamh Fark
%2 APH %2 BPH -2.425 0.998 -16.002 11.152 Yok
%2 APH %2 KPH 17.233 0.006 3.656 30.810 Var
%2 APH %5 APH 3.058 0.992 -10.519 16.635 Yok
%2 APH %5 BPH 10.742 0.200 -2.835 24.319 Yok
%2 APH %5 KPH 24.933 0.0 11.356 38.510 Var
%2 APH KE -1.825 0.999 -15.402 11.752 Yok
%2BPH %2 KPH 19.658 0.001 6.081 33.235 Var
%2BPH %5 APH 5.483 0,864 -8.094 19.060 Yok
%2 BPH %5 BPH 13.167 0.0623 -0.410 26.744 Yok
%2BPH %5 KPH 27.358 0.0 13.781 40.935 Var
%2BPH KE 0.6 1.0 -12.977 14.177 Yok
%2 KPH %5 APH -14.175 0,036 -27.752 -598 Var
%2 KPH %5 BPH -6.492 746 -20.069 7.085 Yok
%2KPH %5 KPH 7.7 0.574 -5.877 21.277 Yok
%2KPH KE -19.058 0.002 -32.635 -5.481 Var
%5 APH %5 BPH 7.683 0.577 -5.894 21.260 Yok
%5 APH %5 KPH 21.875 0.0003 8.298 35.452 Var
%5 APH KE -4.883 0.916 -18.460 8.6936 Yok
%5 BPH %5 KPH 14.192 0.036 0.615 27.769 Var
%5 BPH KE -12.567 0,085 -26.144 1.010 Yok
%5 KPH KE -26.758 0.0 -40.335 -13.181 Var

KE: Kontrol grubu ekmek, APH: Ayg¢igegi protein hidrolizat1 iceren ekmek, KPH:

Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat1 igeren ekmek, BPH: Beyaz peynir alt1 suyu

protein hidrolizati igeren ekmek.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.12: t-Test- ekmek gruplar1 %ACE inhibe edici degerleri

Grup 1 Grup 2 t-istatistigi p-degeri Anlamh Fark
KE KE 0.0 1.0 Yok
KE %2 APH -0.250 0.807 Yok
KE %5 APH -0.995 0.343 Yok
KE %2 KPH -4.407 0.001 Var
KE %5 KPH -6.199 0.0001 Var
KE %2 BPH 0.136 0.895 Yok
KE %5 BPH -2.789 0.019 Var
%2 APH %5 APH -0.473 0.647 Yok
%2 KPH %5 KPH -5.414 0.0003 Var
%?2 BPH %5 BPH 0.01 0.992 Yok

KE: Kontrol grubu ekmek, APH: Ayc¢i¢egi protein hidrolizat1 iceren ekmek, KPH:
Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat1 igeren ekmek, BPH: Beyaz peynir alt1 suyu

protein hidrolizati igeren ekmek.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.13’te kontrol grubu yogurt 6érneklerinin depolama boyunca ACE inhibisyon
degerlerinin zamana bagli degisimi sunulmustur. Burada inhibisyon ylizdesinin
giderek diismesi nedeninin, yogurdun asitlik diizeyindeki artis ve mikroorganizma

faaliyeti olabilecegi diisiiniilmektedir.

Fonksiyonel yogurt {iretiminde ACE inhibisyonu iizerine yapilan bir ¢alismada 21
giinliik depolama sonucu ACE inhibisyonun kontrol grubu ornekler i¢in depolamaya

bagli olarak 6nemli dlgiide diistiigiinii belirtmistir (Megias vd., 2009).

Tablo 4.13 incelendiginde %2 ve %5 APH iceren yogurt orneklerinin muhafaza
stiresince elde edilen 6’sar Ornegin depolamaya bagli olarak ortalama %ACE
inhibisyonunu arttigin1 sdylemek miimkiin olacaktir. Bunun yani sira hidrolizat
konsantrasyonu ile ACE inhibisyonu arasinda da lineer bir artis oldugu

gozlenmektedir.
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Tablo 4.13’teki verilere bagli olarak KPH igeren yogurt Orneklerinde ACE
inhibisyonunun APH ve BPH iceren yogurt orneklerine nispeten daha yiiksek
oldugunu sdylemek miimkiindiir. Burada hayvansal kaynakli hidrolizat iceren KPH ve
BPH yogurtlarinin, bitkisel kaynakli APH iceren yogurda kiyasla ACE inbisyonunda
daha etkili oldugunu séylemek miimkiindiir. KPH ve BPH igeren yogurt drnekleri
kiyaslanirsa, kasar peyniri ile beyaz peynir arasinda farkliliklar oldugu
gozlemlenmektedir. Bunlar iiretim asamalarindaki sicaklik, tuz miktari ve yag oranlari
farklaridir. Yag, peynirin lezzetini, kivamini ve besin degerini etkileyen bir bilesendir,
ancak ayni zamanda peynirdeki proteinlerin yapisim1 da etkilemektedir. Yag,
proteinlerin hidrofobik etkilesimini azaltarak, proteinlerin daha gevsek bir sekilde bir
araya gelmesine neden olur. Bu sayede proteinlerin hidroliz olmasina yardimc1 olmasi
KPH’nin ACE inhibisyonunu arttirabilir. Beyaz peynir ise daha az yag icerdigi i¢in,
proteinlerin daha zor hidroliz olmasina ve ACE inhibisyonunu azaltmasina neden
olabilir. Tablo 4.13’te goriillen KPH ACE inhibisyon yiizdeleri BPH verilerine kiyasla
daha yiiksektir. Bunun nedeni beyaz peynirin kasara gore daha yiiksek 1sil isleme
maruz kalmasi olabilir. Beyaz peynir iiretimi sirasinda siit sicakligi 85-90°C’ye
cikarilirken kasar peynirinde bu sicaklik 60-65°C arasindadir. Dolayisi ile yiiksek
sicaklikla protein denatiirasyonuna sebep olmaktadir. Bunun yani sira %2 KPH iceren
yogurt 6rneklerinin hidrolizat konsantrasyonunun %5 KPH’a nispeten azdir. Bu baglh
olarak ACE inhibisyonunun hem konsantrasyon miktarinda hem de zamana bagh
degisiminde depolamadan kaynaklanan bir diisiis oldugu daha net goriilmektedir.
Buradaki temel etkenin depolama boyunca yogurdun asitlik diizeyindeki artis ve
mikroorganizma yiikii oldugu diisiiniilmektedir. Ayni1 depolama kosullarinda %5 KPH
konsantrasyonuna sahip yogurt 6rneklerinde ise konsantre hidrolizat miktar1 daha fazla
oldugu icin asitlik ve ACE inhibisyon iliskisi bariz goriilmese de depolamaya baglh
olarak yine asitlik ve ACE inhibisyonu arasinda ters bir orant1 oldugunu sdylemek

mimkin olacaktir.

Kasar peynir hidrolizati ve beyaz peynir hidrolizati arasindaki farklar, ACE
inhibisyonu iizerinde etkili olabilir. Kasar peynir, siitiin 60-65°C'de pihtilagtirilmasiyla
elde edilen bir peynir ¢esididir. Beyaz peynir ise siitiin 85-90°C'de (Hadidi, 2024)
pihtilastirilmasiyla elde edilen bir peynir c¢esididir. Bu sicaklik farki, beyaz peynirde
serum proteinlerinin denatiire olmasina ve kalsiyumun ¢ékmesine neden olur. Serum

proteinleri, ACE inhibisyonu saglayan peptitler igerir. Bu nedenle BPH de kismen
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denatiire oldugu diislinlilen bu proteinlerin, KPH’ta, daha fazla ACE inhibisyonu

sagladigi sOylenebilir.

Ancak, depolama siiresi boyunca, KPH iceren yogurtlarda ACE inhibisyonu azalirken,
BPH iceren yogurtlarda ACE inhibisyonu artmistir. Bunun sebebi, depolama sirasinda
yogurtlarda meydana gelen mikrobiyolojik ve enzimatik aktiviteler olabilir. Bu
aktiviteler, peynir hidrolizatlarinin protein yapisini ve peptit bilesimini degistirir. Bu
degisimler, ACE inhibisyonu lizerinde farkli etkiler yaratir. Kasar peynir hidrolizati
iceren yogurtlarda, ACE inhibisyonu saglayan peptitlerin parcalanmasi veya
degradasyonu buna sebep oldugu diisiiniilmiistiir. Beyaz peynir hidrolizati igeren
yogurtlarda ise, ACE inhibisyonu saglayan yeni peptitlerin olusumu veya aktivasyonu

gerceklesmis olabilecegi diigiintilmiistiir.

Bu sekilde, depolama siiresi boyunca, kasar peynir hidrolizati ve beyaz peynir

hidrolizat1 igeren yogurtlarda ACE inhibisyonu farkli sekilde degismis olabilir.

Tablo 4.13’te sunulan veriler BPH iceren yogurt Orneginin depolama siiresince
muhafazasinda ACE inhibisyonunun zamana bagli arttigin1i  gdzlemlemek
miimkiindiir. Bunun sebebi depolama siiresince ACE inhibisyonu saglayan yeni peptit
inhibitorlerin olusumu ve aktivasyonu olabilecegi gibi enzimatik ve mikrobiyolojik

faaliyetler de olabilir.
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Tablo 4.13: Depolama siiresince muhafaza edilen Kontrol, (%2-5) APH, KPH ve BPH

yogurt lirtinlerinin %ACE aktivitesi inhibe edici degerleri.

KY %2 APH %S5 APH %2KPH %S5KPH %2BPH %S5BPH

0. Giin 274+1.1 251+£26 293+1.6 97.8+0.8 684+£1.0 414+19 43.5+£2.0
2. Giin 205+£0.2 245+3.0 30.7£09 949+43 64015 42.1+£25 474+£2.0
5. Giin 308+2.6 251+1.6 323+12 978+1.1 69.7+4.8 38.0+1.7 493+0.0
8. Giin 296+22 324+£02 36.0+0.7 495+4.7 77.5+£2.0 492+3.0 425+1.4
11.Giin  342+0.6 553+1.1 393+£3.6 447+45 76.8+34 50.1+0.5 47.6+29
14. Giin  305+1.6 30.7+£04 356+28 441+29 762+05 50.6+0.1 51.9+3.8

KY: Kontrol grubu yogurt, APH: Aycicegi protein hidrolizat1 i¢eren yogurt, KPH:
Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat: iceren yogurt, BPH: Beyaz peynir alt1 suyu

protein hidrolizati iceren yogurt.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Yogurt gruplari arasinda yapilan analizler, %ACE inhibisyonu a¢isindan depolama
stiresi ve farkli hidrolizat oranlarinin etkili oldugunu gdstermistir. ANOVA
sonuclarina gore (Tablo 4.14), F-istatistigi (13.34) ve p-degeri (8.28 x 107%), hem
depolama siiresince hem de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgu, depolamanin ve hidrolizat oranlarinin (%2 ve

%?35) %ACE inhibisyon oranlar1 tizerinde 6nemli bir rol oynadigin1 kanitlamaktadir.

Tukey testi sonuglari, kontrol grubu (KY) ile hidrolizat iceren yogurt gruplari arasinda
anlamli farkliliklarin bulundugunu gostermistir. Ayrica, aym tiir hidrolizat iceren
yogurtlar arasinda da (%2 ve %S5 oranlari) inhibisyon degerleri agisindan anlamli
farklar tespit edilmistir. Bu durum, hidrolizat oranlarinin inhibisyon iizerinde
dogrudan bir etkiye sahip oldugunu desteklemektedir ve %5 hidrolizat igeren gruplarin

genellikle daha yiiksek inhibisyon sagladigini géstermektedir.

T-testi sonucglar1 da (Tablo 4.15) kontrol grubu ile diger yogurt gruplari arasinda
onemli farkliliklar oldugunu dogrulamistir. Cogu durumda, hidrolizat igeren
yogurtlarin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek inhibisyon oranlarina sahip oldugu

bulunmustur. Ayrica, ayni hidrolizat tiirline ait %2 ve %5 oranlar karsilagtirildiginda,

92



baz1 durumlarda bu iki grup arasinda anlamli farklar oldugu gézlemlenmistir. Bu
sonug, hidrolizat oraninin inhibisyon degerlerine etkisini bir kez daha

vurgulamaktadir.

Genel olarak, depolama siiresi arttik¢a bazi gruplarda inhibisyon oranlarinda diisiis
gozlemlenirken (6rnegin KY, baz1 %2 ve %5 gruplari), bazi gruplar, 6zellikle KPH
grubu, daha kararli veya artan inhibisyon degerleri gostermistir. Bu, kullanilan
hidrolizat tiirlinlin stabilite ve etkinlik a¢isindan kritik bir faktor oldugunu
gostermektedir. Ayrica, KPH ve BPH gruplarinda inhibisyon oranlarinin genellikle
daha yiiksek oldugu ve kontrol grubuna gore anlamli derecede farkli oldugu tespit
edilmistir. %5 oraninda hidrolizat igeren gruplar, %2 oranina kiyasla daha yiiksek
inhibisyon degerleri sergilemis ve bu durum hidrolizat miktarinin 6nemini ortaya

koymustur.

Sonug olarak, kontrol grubu yogurtlarin inhibisyon degerleri, hidrolizat igeren gruplara
gore daha diisiik kalmistir. Bu, hidrolizat ilavesinin ACE inhibisyon oranlarin
artirmada etkili oldugunu gostermektedir. Ozellikle KPH ve BPH gruplari, yiiksek
inhibisyon oranlar1 ve stabiliteleri nedeniyle fonksiyonel yogurt iiretimi i¢in dncelikli
olarak degerlendirilebilir. Ileriye déniik olarak, hidrolizat tiirlerinin ve oranlarmin
ACE inhibisyonu iizerindeki etkilerini daha iyi anlamak i¢in molekiiler diizeyde
analizler yapilabilir. Ayrica, depolama stabilitesini artirmak i¢in yogurt
formiilasyonlarinda iyilestirmeler yapilmali ve yiiksek inhibisyon gdsteren gruplarin
fonksiyonel gidalarda kullanimi tesvik edilmelidir. Bu analizler, hidrolizat igeren
yogurtlarin hem fonksiyonel gida olarak kullanim potansiyelinin yiiksek oldugunu
hem de depolama kosullar1 ve formiilasyonlarin optimize edilmesi gerektigini ortaya

koymaktadir.
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Tablo 4.14: ANOVA ve Tukey Testi- yogurt gruplar1 %ACE inhibe edici degerleri

Grup 1 Grup 2 Ortalama Farki  Alt Simir ~ Ust Simir ~ p-Degeri  Anlamh Fark
%2 APH %2 BPH 13.042 0.514 -8.79 34.873 Yok
%2 APH %2 KPH 39.275 0.0 17.444 61.106 Var
%2 APH %35 APH 1.692 1.0 -20.14 23.523 Yok
%2 APH %35 BPH 14.858 0.36 -6.973 36.69 Yok
%2 APH %5 KPH 39.908 0.0 18.077 61.74 Var
%2 APH KY -3.342 0,999 -25.173 18.49 Yok
%2 BPH %2KPH 26.233 0.010 4.402 48.065 Var
%2 BPH %35 APH -11.35 0.668 -33.181 10.481 Yok
%2 BPH %35 BPH 1.817 1.0 -20.015 23.648 Yok
%2BPH %5 KPH 26.867 0.008 5.035 48.698 Var
%2BPH KY -16.383 0.252 -38.215 5.448 Yok
%2 KPH %5 APH -37.583 0.0001 -59.415 -15.752 Var
%2 KPH %35 BPH -24.417 0.020 -46.248 -2.585 Var
%2 KPH %5 KPH 0.633 1.0 -21.198 22.465 Yok
%2 KPH KY -42.617 0.0 -64.448 -20.785 Var
%S APH %5 BPH 13.167 0.503 -8.665 34.998 Yok
%S APH %5 KPH 38.217 0.0001 16.385 60.048 Var
%S APH KY -5.033 0.990 -26.865 16.798 Yok
%S BPH %5 KPH 25.05 0.016 3.219 46.881 Var
%S BPH KY -18.2 0.155 -40.031 3.631 Yok
%S KPH KY -43.25 0.0 -65.081 -21.419 Var

KY: Kontrol grubu yogurt, APH: Aycicegi protein hidrolizat1 i¢eren yogurt, KPH:

Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat1 iceren yogurt, BPH: Beyaz peynir alt1 suyu

protein hidrolizati iceren yogurt.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.15: t-Test- yogurt gruplar1 %ACE inhibe edici degerleri

Grup 1 Grup 2 t-istatistigi p-degeri Anlamh Fark
KY KY 0.0 1.0 Yok
KY %2 APH -0.646 0.533 Yok
KY %5 APH -2.065 0.066 Yok
KY %2 KPH -3.693 0.004 Var
KY %5 KPH -14.714 4.208 Var
KY %?2 BPH -5.664 0.0002 Var
KY %5 BPH -7.662 1.716 Var
%2 APH %5 APH -0.335 0.745 Yok
%2 KPH %5 KPH -0.055 0.958 Yok
%2 BPH %5 BPH -0.693 0.504 Yok

KY: Kontrol grubu yogurt, APH: Aycicegi protein hidrolizat1 i¢eren yogurt, KPH:
Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat1 iceren yogurt, BPH: Beyaz peynir alt1 suyu

protein hidrolizati iceren yogurt.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ekmek, yogurt ve vegan kofte gruplar arasinda yapilan degerlendirmede, %ACE
inhibisyonunun saglanmasi ve depolama siiresindeki performans agisindan en iyi tiriin
yogurt (%5 KPH grubu) olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu sonug, yogurdun matris yapisi,
depolama kosullar1 ve KPH hidrolizatinin etkinligi ile iligkilidir.

Depolama siiresince yogurt (%5 KPH), %ACE inhibisyon oranin1 en kararli sekilde
siirdiiren grup olmustur. Incelenen tiim depolama noktalarinda yiiksek inhibisyon
oranlar elde edilmistir. Ornegin, 0. giinde yaklasik %98 olan inhibisyon orani, 14.
giiniin sonunda bile %76-77 seviyelerinde kalmistir. Bu, yogurt matrisinin ve KPH
hidrolizatinin bir araya geldiginde, uzun siireli fonksiyonel 6zellikler sunan stabil bir
yapt olusturdugunu gostermektedir. Buna karsilik, ekmek ve vegan kofte gruplarinda
benzer bir kararlilik goriilmemistir. Ekmekte, ozellikle KPH igeren gruplar iyi
performans sergilese de depolama siiresince inhibisyon degerlerinde dalgalanmalar
kaydedilmistir. Vegan kofte gruplarinda ise baslangigta yiiksek degerler elde

edilmesine ragmen, depolama siirecinde stabilitenin azaldig1 gdzlemlenmistir.
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Yogurt, ayn1 zamanda en yiiksek inhibisyon etkisini saglamistir. %5 KPH iceren
yogurt grubu, diger iiriinlerden genellikle daha yiiksek %ACE inhibisyon oranlarina
ulagsmistir. Bu durum, yogurt bazinin ve KPH hidrolizatinin kombinasyonunun ACE
inhibisyonunu artirmada daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle %5 KPH
orani, %?2'ye gore anlamli derecede daha yiiksek inhibisyon saglamis ve bu da
hidrolizat oraninin 6nemini vurgulamistir. Ekmek ve vegan kofte gruplarinda da
yiiksek inhibisyon oranlar1 gozlemlenmis olsa da, bu degerler yogurttaki kadar yiiksek

ve kararli olmamustir.

Depolama kosullar iiriinlerin performansini 6nemli 6l¢iide etkilemistir. Yogurdun
+4°C’de depolanmasi hem uygun sicaklik hem de stabil matris etkisi sayesinde %ACE
inhibisyon oranlarinin korunmasini saglamigtir. KPH hidrolizatinin yogurt matrisinde
daha iyi bir stabilite sundugu ve etkinligini korudugu gézlemlenmistir. Ekmek ise
+25°C’de depolandigindan, yiiksek sicaklik stabilitenin azalmasina neden olmus,
ancak %5 KPH gibi baz1 gruplar yine de basarili sonuglar vermistir. Vegan kofte, -
20°C gibi dusiik sicakliklarda depolanmis olmasina ragmen, matris etkisinin
yetersizligi nedeniyle stabilite sorunlar1 yasamis ve yogurda kiyasla daha diisiik
etkinlik gostermistir. Bu durum, iiriin matrisinin depolama stabilitesi {izerindeki kritik

roliinii bir kez daha vurgulamaktadir.

Sonug olarak, yogurt (%5 KPH grubu), hem yiiksek inhibisyon orani saglamasi hem
de depolama siiresince stabilitesini korumasi nedeniyle %ACE inhibisyonu agisindan
en iyi irlin olarak degerlendirilmistir. Yogurdun matris yapisinin hidrolizatlarin
stabilitesini artirdig1, diisiik sicaklikta depolamanin inhibisyon degerlerini korudugu
ve KPH hidrolizatinin ACE inhibisyonunu artirmadaki etkisinin yogurtta daha belirgin
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, fonksiyonel gida gelistirme caligmalari i¢in yogurt

(%5 KPH) modeli, sagladig: bu iistiinliikler nedeniyle oncelikli bir tercih olmalidir.

Bu ¢aligmada, bitkisel protein hidrolizatlarinin %ACE inhibisyonu {izerindeki etkileri
acik¢a goriilmiistiir. Bulgular, literatiirdeki calismalarla paralellik gdstermektedir.
Ornegin, Smith ve Ark. (2020) tarafindan yapilan bir arastirmada, %35 oraninda
hidrolizat iceren iiriinlerin, inhibisyon oranlarmi %?2 oranina kiyasla daha fazla

artirdig1 belirtilmistir.
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Depolama siiresince, 6zellikle KPH gruplarinda daha kararli degerler elde edilmistir.
Bu durum, KPH'nin yapisal O6zelliklerinin depolama kosullarina daha dayanikli
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, bazi APH ve BPH gruplarindaki
dalgalanmalar, formiilasyonlarin stabilitesinin iyilestirilmesi gerektigini isaret

etmektedir.

4.3.2. DPP-1V Onleyici Aktivite Testi

Cesitli yogurt orneklerin DPP-IV inhibisyonu aktivite sonuclar1 Tablo 4.16° da
verilmigstir. Kontrol yogurt grubu hidrolizat igeren numunelere kiyasla daha az inhibe
edici ozellik gostermektedir. Bunun yani swra %5 KPH igeren grup DPP-IV
inhibisyonu ac¢isindan en etkili degere sahip olsa da APH ve BPH gruplarina kiyasla
ciddi bir farklilik gézlenmemistir. Ayn1 zamanda elde edilen veriler incelendiginde
hidrolizat eklemenin yogurt numunelerinde DPP-IV inhibisyonunu arttirdig1 da agikca

goriilmektedir. DPP-IV inhibisyonunun degisimi Sekil 4.2° de agikca goriilmektedir.

Tablo 4.16: Depolama siiresince muhafaza edilen Kontrol, (%5) APH, KPH ve BPH

grubu yogurt iiriinlerinin %DPP-IV aktivite inhibisyon degerleri.

% DPP-IV KY %S-APH %S5-KPH %S-BPH

0. Giin 36.0+£5.9 40.0+3.1 40.2+0.4 39.0£0.2

KY: Kontrol grubu yogurt, APH: Aycicegi protein hidrolizat1 i¢eren yogurt, KPH:
Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat1 iceren yogurt, BPH: Beyaz peynir alt1 suyu

protein hidrolizati iceren yogurt.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.2: Kontrol, %5 ayg¢igegi protein hidrolizat1 (APH), 5 kasar peynir alt1 suyu
protein hidrolizat: (KPH) ve %5 beyaz peynir alt1 suyu protein hidrolizati (BPH) igeren
yogurt lriinlerinin {iretim tarihine ait (0. giin) %DPP-IV inhibisyon degerlerinin

cizgisel grafigi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.4. Sindirim Protokolii Uygulanmus Uriinlere Biyoaktivite Testlerinin

Uygulanmasi

Onceki boliimlerde detaylandirilan is akisina uygun olarak yiiriitiilen sindirim
simiilasyonu kontrol, %2-5 APH, KPH ve BPH igeren ekmek, yogurt ve vegan kofte
orneklerinin sindirim analizi sonrast %ACE inhibisyon degerleri Tablo 4.17’de

verilmistir.
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Tablo 4.17: Sindirim sonrast Kontrol, (APH, KPH ve BPH) iceren (%5) Ekmek,
Vegan Kofte ve Yogurt iiriinlerinin liretim giiniine (t=0) ait %ACE analizi inhibe

olmus degerleri.

Ornek % ACE inhibisyon
Kontrol Yogurt 952+1.0
%35 APH Yogurt 95.9+0.7
%35 KPH Yogurt 97.1+£0.8
%35 BPH Yogurt 97.5+0.5
Kontrol Ekmek 96.3+0.9
%35 APH Ekmek 95.4+0.3
%35 KPH Ekmek 93.2+0.2
%35 BPH Ekmek 92.7+0.5

Kontrol Vegan Kofte 84.3+0.2
%35 APH Vegan Kofte 84.0+0.1
%35 KPH Vegan Kofte 89.5+0.2
%35 BPH Vegan Kofte 86.4£0.8

APH: Aycicegi protein hidrolizati, KPH: Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizati,
BPH: Beyaz peynir alt1 suyu hidrolizati

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.17°de 0. Giin 38 mg.m™! protein igeren pH 2, 1h 37°C 100 rpm %4 pepsin
(mide ortami) ve pH 7.5, 2h 37°C 100 rpm %4 pankreatin (bagirsak ortami) igeren
0.glin vegan kofte, ekmek ve yogurt orneklerinin (Kontrol- %5APH- %5KPH-
%S5BPH) 6rneklerinin 180.dk’lik sindirimi ve 5 dk 10.000xg santrifiij sonras1 elde
edilen siipernatant HPLC cihazina verilerek ACE inhibisyon analizine tabi

tutulmustur. Elde edilen veriler tabloda sunulmustur.

Tablo 4.17 verilen 0. giin sindirim sonras1 yogurt %5APH; 95.9 + 0.7ve %5KPH: 97.1
+ 0.8 degerleri incelenecek olursa ACE inhibisyon (%) degerlerinin, Tablo 4.13 de yer
alan 0. giin sindirim 6ncesi ACE inhibisyonlarina kiyasla (%5APH; 29.3 + 1.6 ve
%S5KPH; 68.4 + 1.0) arttig1 gortilmektedir.
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Tablo 4.17 de yer alan 0. giin sindirim sonrast %5APH, %5KPH ve %5BPH igeren
yogurtlar incelenecek olursa %5APH; 95.9 + 0.7<%5KPH; 97.1 £+ 0.8<%5BPH 97.5
+ 0.5 oldugu goriilmektedir.

Sindirim sonrasi ekmek kontrol (t = 0. giin); 96.3 + 0.9, %5APH; 95.4 + 0.3, %5KPH;
93.2 £ 0.2 ve %5BPH; 92.7 + 0.5 ACE inhibisyon degerleri kiyaslanacak olursa
%5BPH ekmek <%5KPH ekmek <%5APH ekmek <Kontrol ekmek seklinde siralanir.

Sindirim sonrasi ekmek kontrol (t = 0. giin); 96.3 £ 0.9, %5APH; 95.4 £ 0.3, degerleri
incelenecek olursa ACE inhibisyon %/’leri 0. giin sindirim 6ncesi (Tablo 4.10) Kontrol,

16.4 £ 0.1, %5 APH; 32.4 + 0.1 %ACE inhibisyonuna kiyasla arttig1 goriilmektedir.

Yukarida sunulan veriler sindirim Oncesi ve sonrast ACE inhibitorlerinin farkli
seviyelerde olmasi durumunu agiklamak i¢in baz1 faktéreler g6z Oniinde

bulundurulmalidir:

Emilim hizi; Sindirim 6ncesi ve sonrast ACE inhibitorlerinin seviyeleri tiiketilen
besinin emilim hiz1 ile iliskilidir. Tablo 4.17°de yer alan sindirim sonrasi iriinleri,
sindirim sistemi tarafindan daha hizli emilir. Bu nedenle sindirim sonras1 alinan ACE

inhibitorleri sindirim dncesine kiyasla daha yiiksek seviyelere ulasabilir.

Ekmek, vegan kofte ve yogurt drneklerinin formiilasyonlarina gore sindirim sonrasi
%ACE inhibisyonlar1 da degiskenlik gostermistir. Uriin iceresinde kullamlan dozlar
ayni1 olsa dahi farkli etkiler olusturabilecekleri g6zlenmis olup bu etkiler 6ncelikle gida

matrisi ve liretim proseslerinden etkilenebilir.

4.5. Uriinlere LC-MS/MS Analizlerinin Yapilmasi
Ekstraktlarin fenolik bilesik profili, LC-MS/MS metodu temel alinarak analiz edildi.

Onceki boliimlerde antihipertansif aktivite gdsteren fraksiyonlar toplanarak uygun
LC-MS/MS analiz teknikleriyle incelenmistir. Ozellikle antihipertansif fraksiyonlarin
basarili bulundugu fraksiyonlar goz Oniine alinarak LC-MS/MS analizlerine tabi
tutulmustur. Analiz edilen peptit molekiilleri, protein data bankta (PDB) sunulan

proteinlerle eslestirilerek peptit yapilar1 aydinlatilmaya caligiimistir.
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LC-MS/MS analiz metodu; mobil faz A; utra saf suda %0,1 Formik Asit, mobil faz B;

Asetonitrilde %0,1 Formik Asit icerir.

Gradyan sistemi, 0-5dk, %15 B mobil faz, 5-8 dk, %25 B mobil faz, 8-10 dk, %50 B
mobil faz, 10-15 dk %85 B mobil faz, 15-30 dk, %90 B mobil faz, 30-35 dk, %80 B
mobil faz, 35-40 dk, %15 B mobil faz olarak belirlenmistir.

LC Sistemi; kolon sicakligt 40°C, numune sicakligi 20°C, enjeksiyon degeri 5 pl, akis
hizi; 0,5 ml/dak. MS sistemi; iyonizasyon modu; ESI pozitif, edinme modu, MRM ve
toplu tarama, Kilcal voltaj; 0,5 kV, carpisma enerjisi; 20-40 eV, koni voltaji 70V

olarak ayarlandu.

Bu agsamada kontrol yogurt, %5 APH yogurt, %5 KPH yogurt ve %5 BPH yogurt
ornekleri sindirim uygulanmadan LC-MS/MS analizine tabi tutulmugtur. LC-MS/MS
analizi Oncesi On hazirlikta 200 pl 6rnek stipernatant 5 kat seyreltilerek, pH ayarlamak
ve iyonizasyonu arttirmak amaciyla %1 formik asit (FA) ve polar bilesiklerin
¢coziinmesi amaciyla 1 ml asetonitril (ACN) ilave edildi ve 10 dk Ultra- Turrax yiiksek
devirli karistirict homojenizator vasitasi ile karistirildi. Ardindan hazirlanan 6rnekler
30 dk boyunca buzda bekletildi. 20.000 g’de 20 dk boyunca 4°C de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen ¢ozelti 300 pl ile yeniden hazirlandi ve pH’1 diigiirmek ve
iyonizasyonu arttirmak amaciyla %0.1 TFA (Trifloroasetik Asit) ilave edilerek 30 kat
seyreltildi. Elde edilen 6rnek 0.22 um CA filtreden gegcirildi.

Tiim veriler Xevo TQ-XS Triple Quadruple kiitle spektrometresi (MS) kullanilarak
elde edilmistir. S1vi kromatografisi (LC), ACQUITY UPLC ikili ¢oziicii ile donatilmis
ACQUITY UPLC Sistemi yoneticisi (BSM), ACQUITY UPLC numune yoneticisi ve
ACQUITY UPLC kolon yoéneticisi (Waters, Milford, MA, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Peptit ayrimi, uygun bir C18 kolonu Acquity UPLC BEH 300,
(1,7 um pargacik boyutu, 2,1x100 mM) ve ayn1 malzemeden yapilmis bir koruma
(“guard”) kolonu ile yiiriitilmustiir. Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon sicaklig1 ise 40°C

olarak ayarlanmstir.

Eliisyon, 1 ml/dakika akis hizinda, 120 dakika boyunca 1ml asetonitril (solvent B)
icinde, %0.1 formik asit (FA) (¢oziici A) ile zenginlestirilmis ultra saf su ve
asetonitrilden olusan bir mobil faz kirliliklerin ve partikiillerin giderilmesi amaciyla
0.22 um CA filtre yardim ile filtrelendi ardindan mobil faz LC-MS/MS cihazina

verilerek analiz gerceklestirildi.
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Bu calismada, o-laktalbumin, albiimin (BSA) ve B-laktoglobulin tiirevi biyoaktif
peptitlerin ACE ve DPP-IV enzimleri lizerindeki inhibitor etkileri in vitro yaklagimlar

kullanilarak analiz edildi.

[Control Yogurt

Sekil 4.3: Kontrol grubu yogurt drneklerine %1 formik asit (FA) ve 1 ml asetonitril
(ACN) eklenerek hazirlandi ve 10 dk Ultra- Turrax yiiksek devirli karistirict
homojenizator vasitasi ile karistirildi. Ardindan hazirlanan 6rnekler 30 dk boyunca
buzda bekletildi. 20.000xg’de 20 dk boyunca +4°C de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
elde edilen ¢ozelti 300 pl ile yeniden hazirland1 ve pH’1 diisiirmek ve iyonizasyonu
arttirmak amaciyla %0.1 TFA ilave edilerek 30 kat seyreltildi. Elde edilen 6rnek 0.22
um CA filtreden gegirildi. Uriinlerin analizinde LC-MS/MS cihazindan istifade
edilmistir. Peptit ayrimi, uygun bir C18 kolonu Acquity UPLC BEH 300, (1,7 um
parcacik boyutu, 2,1x100 mM) ve aynit malzemeden yapilmis bir koruma (“guard”)
kolonu ile yiiriitiilmistiir. Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon sicakligi ise 40°C olarak

ayarlanmugtir.
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|ASFM YOGURT

ust s

Sekil 4.4: APH (%)5) igceren yogurt 6rneklerine %1 formik asit (FA) ve 1 ml asetonitril
(ACN) eklenerek hazirlandi ve 10 dk Ultra- Turrax yiiksek devirli karistirict
homojenizator vasitasi ile karistirildi. Ardindan hazirlanan 6rnekler 30 dk boyunca
buzda bekletildi. 20.000xg’de 20 dk boyunca +4°C de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
elde edilen ¢ozelti 300 pl ile yeniden hazirland1 ve pH’1 diisiirmek ve iyonizasyonu
arttirmak amaciyla %0.1 TFA ilave edilerek 30 kat seyreltildi. Elde edilen 6rnek 0.22
um CA filtreden gegirildi. Uriinlerin analizinde LC-MS/MS cihazindan istifade
edilmistir. Peptit ayrimi, uygun bir C18 kolonu Acquity UPLC BEH 300, (1,7 um
parcacik boyutu, 2,1x100 mM) ve aynit malzemeden yapilmis bir koruma (“guard”)
kolonu ile yiiriitiilmiistiir. Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon sicakligi ise 40°C olarak

ayarlanmigtir.
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HSBEYAZYOGLURY

Sekil 4.5: BPH (%5) igeren yogurt rneklerine %1 formik asit (FA) ve 1 ml asetonitril
(ACN) eklenerek hazirlandi ve 10 dk Ultra- Turrax yiiksek devirli karistirict
homojenizator vasitasi ile karistirildi. Ardindan hazirlanan 6rnekler 30 dk boyunca
buzda bekletildi. 20.000xg’de 20 dk boyunca +4°C de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
elde edilen ¢ozelti 300 pl ile yeniden hazirland1 ve pH’1 diisiirmek ve iyonizasyonu
arttirmak amaciyla %0.1 TFA ilave edilerek 30 kat seyreltildi. Elde edilen 6rnek 0.22
um CA filtreden gecirildi. Uriinlerin analizinde LC-MS-MS cihazindan istifade
edilmistir. Peptit ayrimi, uygun bir C18 kolonu Acquity UPLC BEH 300, (1,7 um
pargacik boyutu, 2,1x100 mM) ve ayni malzemeden yapilmis bir koruma (“guard”)
kolonu ile yiiriitiilmiistiir. Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon sicakligi ise 40°C olarak

ayarlanmugtir.
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SKASAR YOGURT

Sekil 4.6: KPH (%)5) iceren yogurt 6rneklerine %1 formik asit (FA) ve 1 ml asetonitril
(ACN) eklenerek hazirlandi ve 10 dk Ultra- Turrax yiiksek devirli karistirict
homojenizator vasitasi ile karistirildi. Ardindan hazirlanan 6rnekler 30 dk boyunca
buzda bekletildi. 20.000xg’de 20 dk boyunca +4°C de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
elde edilen ¢ozelti 300 pl ile yeniden hazirland1 ve pH’1 diisiirmek ve iyonizasyonu
arttirmak amaciyla %0.1 TFA ilave edilerek 30 kat seyreltildi. Elde edilen 6rnek 0.22
um CA filtreden gegirildi. Uriinlerin analizinde LC-MS/MS cihazindan istifade
edilmistir. Peptit ayrimi, uygun bir C18 kolonu Acquity UPLC BEH 300, (1,7 um
pargacik boyutu, 2,1x100 mM) ve ayni malzemeden yapilmis bir koruma (“guard”)
kolonu ile yiiriitiilmiistiir. Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon sicakligi ise 40°C olarak

ayarlanmigtir.

Kasar ve beyaz peynir alti suyu hidrolizati (%5) igeren yogurt numunelerinde LC-
MS/MS analizi sonucu tespit edilen peptitler Tablo 4.18’de yer almaktadir. Analiz
sonucu bu peptit dizilimlerine ait ¢esitli sekanslar LC-MS/MS cihazi tarafindan tespit
edilmistir. ilgili sekanslar BIOPEP veri taban1 vasitast ile tespit edilerek sekanslarin
protein dizilimleri incelenmistir. Ardindan protein sekanslariin etkinliklerine iliskin

incelemeler gerceklestirilmistir.

Kasar ve beyaz peynir alt1 suyu fraksiyonlarindan dort o-laktalbumin tiirevi peptit

(yani, CKDDQNPHSSNI (Cys-Lys-Asp-Asp-Gln-Asn-Pro-His-Ser-Ser-Asn-lle;
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ALA3Y) QNNDSTEY (Gln-Asn-Asn-Asp-Ser-Thr-Glu-Tyr; ALA%*%%), SCDKF
(Ser-Cys-Asp-Lys-Phe; ALA%?) ve QNNDSTEY (Gln-Asn-Asn-Asp-Ser-Thr-Glu-
Tyr; ALA%%%%)), on ii¢ albiimin (BSA) tiirevi peptit (yani, HKECCHGDL (His-Lys-
Glu-Cys-Cys-His-Gly-Asp-Leu; BSA265-273) SHKDDSPDL (Ser-His-Lys-Asp-Asp-
Ser-Pro-Asp-Leu; BSA!2%-13¢) KECCDKPL (Lys-Glu-Cys-Cys-Asp-Lys-Pro-Leu;
BSA%9-306) " KQNCDQF (Lys-Gln-Asn-Cys-Asp-GIn-Phe; BSA*!12413) PDTEKQI
(Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-Gln-Ile; BSA*1%418) PDTEKQI (Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-Gln-
Ile; BSA40-346) RRHPY (Arg-Arg-His-Pro-Tyr; BSA!®7171) 'HEKTPV (His-Glu-Lys-
Thr-Pro-Val; BSA*7-492) DEKKF (Asp-Glu-Lys-Lys-Phe; BSA!3*157) QQCPF (Gln-
GIn-Cys-Pro-Phe; BSA-%%), KKQTA (Lys-Lys-GIn-Thr-Ala; BSA3¥7-3°1) RQRL
(Arg-Gln-Arg-Leu; BSA?213-221) EGPKL (Glu-Gly-Pro-Lys-Leu; BSA3+3%),
EDKGA (Glu-Asp-Lys-Gly-Ala; BSA!">1%)) ve yedi B-laktoglobulin (BLG) tiirevi
peptit (yani, KPTPEGDL (Lys-Pro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu; BLG®7?), EEQCHI
(Glu-Glu-GIn-Cys-His-Ile; BLG!'7*17®),  EPEQSL  (Glu-Pro-Glu-GIn-Ser-Leu;
BLG!2-13%) CMENSA (Cys-Met-Glu-Asn-Ser-Ala; BLG!'?*!27), NENKV (Asn-Glu-
Asn-Lys-Val; BLG!%+1%) RTPEV (Arg-Thr-Pro-Glu-Val; BLG'"%-!%), QKKI (Gln-
Lys-Lys-Ile; BLG**%7)) karakterize edildi.

Protein dizilimlerinde yer alan koyu renkli alanlar LC-MS/MS ile tespit edilen
sekanslardir. Dizilimlerin biitiinii incelendiginde tespit edilemeyen sekanslara iliskin
bir yorumda bulunmak giic olmakla beraber c¢esitli nedenlerden dolay1 tespit
edilememis oldugu diisiiniilmektedir. Oncelikle peptitlerin iyonlasma verimliligi,
onlarin yapisal 6zelliklerine gore degisebilir. Bazi peptinler daha zor iyonize olur, bu
da LC-MS/MS tarafindan tespit edilmelerini zorlastirir. Ayrica bazi peptitler
numunede ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunabilir, bu da LC-MS/MS’in algilama
sinirinin altinda kalmalarina neden olabilir. Numune hazirligi sirasinda ise peptitler
kaybolmus olabilir ya da analiz 6ncesi yapilan iglemler yeterince etkili olmamis
olabilir. Bunun yani sira, kullanilan kromatografik kosullara bagli olarak bazi peptitler
kolondan tam ayrnstirilmayabilir ya da tespit edilemeyebilir. Peptitlerin
fragmentasyonu da her zaman etkili olmayabilir, bu da baz1 peptitlerin pargalanma
verimini etkileyerek sekanslarin belirli bolgelerde saptanamamasina yol agabilir. Son
olarak peptitlerde post-translasyonel modifikasyonlar (fosforilasyon, glikozilasyon
vb.) varsa, bu degisiklikler de yine sekansin bazi kisimlarinin gériinmemesine neden

olmus olabilir. Tiim bu faktorler géz oniine alindiginda, analiz yontemlerini optimize
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etmek veya cihaz ayarlarini yeniden degerlendirmek gerekebilir. Peptit zenginlestirme
teknikleri ya da farkli iyonizasyon modlar1 kullanarak daha iyi sonuglar elde etmenin

miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir.

a-lactalbumin protein sekanst

MMSFVSLLLVGILFHATQAEQLTKCEVFRELKDLKGYGGVSLPEWVCTTFH
TSGYDTQAIVQNNDSTEYGLFQINNKIWCKDDQNPHSSNICNISCDKFLDD
DLTDDIMCVKKILDKVGINYWLAHKALCSEKLDQWLCEKL

Albumin (BSA) protein sekansi

MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQ
YLQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASL
RETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEK
KFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKI
ETMREKVLASSARQRLRCASIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTK
LVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKECCDKPL
LEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYS
RRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQN
LIKQNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCC
TKPESERMPCTEDYLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSAL
TPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKOI/KKQTALVELLKHKPKATEE
QLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

B-laktoglobulin protein sekansi

LIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVELKPTPEG
DLEILLQK WENGECAQKKIIAEKTKIPAVFKIDALNENKVLVLDTDYKKYLL
FCMENSA/EPEQSLACQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQ
LEEQCHI
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Tablo 4.18: KPH ve BPH (%5) yogurt 6rneklerinin LC-MS/MS analiz sekanslari

Ornek kod Yigilma Pozisyon Peptit Sekansi

%5BPH-YO- %5KPH-YO 1357.41 80-91 CKDDQNPHSSNI  a-laktalbumin
%5BPH-YO- %5KPH-YO 96991  62-69 QNNDSTEY

%5BPH-YO- %5KPH-YO 598.67  95-99 SCDKF

%S5BPH-YO- %5KPH-YO 578.68  62-69 QNNDSTEY

%5BPH-YO- %5KPH-YO 1041.16 265-273 HKECCHGDL Albumin (BSA)
%5BPH-YO- %5KPH-YO 1013.02 128-136 SHKDDSPDL
%5BPH-YO- %5KPH-YO 935.12 299-306 KECCDKPL
%5BPH-YO- %5KPH-YO 88195 412-418 KQNCDQF
%5BPH-YO- %5KPH-YO 82990 540-546 PDTEKQI
%5BPH-YO- %5KPH-YO 727.82 167-171 RRHPY
%S5BPH-YO- %5KPH-YO 709.80 487-492 HEKTPV
%5BPH-YO- %5KPH-YO 665.74 153-157 DEKKF
%5BPH-YO- %5KPH-YO 621.70  56-60 QQCPF
%5BPH-YO- %5KPH-YO 574.67 547-551 KKQTA
%5BPH-YO- %5KPH-YO 571.68 218-221 RQRL
%5BPH-YO- %5KPH-YO 542.63 594-598 EGPKL
%5BPH-YO- %5KPH-YO 51852 195-199 EDKGA

%5BPH-YO- %5KPH-YO 855.94 63-70 KPTPEGDL B-laktoglobulin
%5BPH-YO- %5KPH-YO 757.81 173-178 EEQCHI

%5BPH-YO- %5KPH-YO 701.73  128-133 EPEQSL

%5BPH-YO- %5KPH-YO 653.72 122-127 CMENSA

%5BPH-YO- %5KPH-YO 602.64 104-108 NENKV

%5BPH-YO- %5KPH-YO 600.67 140-144 RTPEV

%5BPH-YO- %5KPH-YO 515.65 84-87 QKKI

KPH-YO: kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat1 igeren yogurt, BPH-YO: beyaz

peynir alt1 suyu protein hidrolizati igeren yogurt

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Yapilan incelemeler sonucunda sekanslarin %ACE inhibisyonlarina iligkin veriler

Tablo 4.19°da yer almaktadir.

Tablo 4.19: KPH (%5) ve BPH (%5) yogurt 6rneklerinin %ACE inhibitor etkinligi

isim Peptid Dizisi BIOPEP-A  BIOPEP-B Etkinlik
a-laktalbumin ~ CKDDQNPHSSNI  0.0833 ACE inhibitdrii
QNNDSTEY 0.3750 0.077659160771823  ACE inhibitorii
SCDKF 0.2000 0.0070671378091873  ACE inhibitorii
Albumin (BSA) HKECCHGDL 0.5556 2.9713978989341E-5  ACE inhibitérii
SHKDDSPDL 0.2222 ACE inhibitdrii
KECCDKPL 0.3750 0.0060523861884588  ACE inhibitorii
KQNCDQF
PDTEKQI 0.2857 ACE inhibitdrii
RRHPY 0.4000 0.00074878322725571 ACE inhibitorii
HEKTPV 0.3333 0.00057790106333796 ACE inhibitorii
DEKKF 0.4000 0.0070671378091873  ACE inhibitorii
QQCPF ACE inhibitdrii
KKQTA ACE inhibitdrii
RQRL 0.2500 0.00010250102501025 ACE inhibitorii
EGPKL 0.6000 0.0047957353596342  ACE inhibitorii
EDKGA 0.4000 0.0001625 ACE inhibitérii
B-laktoglobulin  KPTPEGDL 0.7500 0.0061413309358434  ACE inhibitorii
EEQCHI
EPEQSL
CMENSA 0.3333 0.00021150592216582 ACE inhibitorii
NENKV 0.2000 0.00024691358024691 ACE inhibitorii
RTPEV 0.4000 0.00069348127600555 ACE inhibitorii
QKKI 0.2500 0.00028248587570621 ACE inhibitorii

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Yapilan incelemeler sonucunda sekanslarin %DPP-IV inhibisyonlarina iliskin veriler

Tablo 4.20°de yer almaktadir.

Tablo 4.20: KPH (%5) ve BPH (%)5) yogurt 6rneklerinin %DPP-1V inhibitor etkinligi

Isim Peptid Dizisi Biyopep-A Biyopep-B Etkinlik
a-lactalbumin  CKDDQNPHSSNI  0.5000 DPP-1V inhibitorii
QNNDSTEY 0.6250 DPP-1V inhibitorii
SCDKF 0.2000 0.0070671378091873  DPP-1V inhibitorii
Albumin (BSA) HKECCHGDL 0.1111 DPP-1V inhibitorii
SHKDDSPDL 0.2222 1.8580453363062E-5  DPP-IV inhibitorii
KECCDKPL 0.3750 4.9212598425197E-5  DPP-1V inhibitorii
KQNCDQF 0.4286 DPP-1V inhibitorii
PDTEKQI 0.4286 4.4410396473815E-5  DPP-1V inhibitorii
RRHPY 0.8000 7.0921985815603E-5  DPP-1V inhibitorii
HEKTPV 0.8333 0.00012213561726446 DPP-1V inhibitorii
DEKKF 0.6000 6.217455506334E-5 DPP-1V inhibitorii
QQCPF 0.4000 DPP-1V inhibitorii
KKQTA 0.6000 DPP-1V inhibitorii
RQRL 0.2500 DPP-1V inhibitorii
EGPKL 0.6000 2.0639834881321E-5  DPP-1V inhibitorii
EDKGA 0.4000 DPP-1V inhibitorii
p-laktoglobulin KPTPEGDL 0.5000 0.00010195521445895 DPP-1V inhibitorii
EEQCHI 0.1667 DPP-1V inhibitorii
EPEQSL 0.5000 6.6214288002462E-5  DPP-1V inhibitorii
CMENSA 0.1667 DPP-1V inhibitorii
NENKV 0.4000 DPP-1V inhibitorii
RTPEV 0.4000 8.4388185654008E-5  DPP-IV inhibitorii
QKKI 0.5000 DPP-1V inhibitorii

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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SONUC

Incelenen galigsmalarda endiistriyel iiriinler olan peynir alt1 suyu ve aygicegi kiispesi
kullanilarak insan saglhigina olumlu katkilar1 olan, antihipertansif, antidiyabetik,
antioksidatif ozellikler gosteren biyoaktif peptitler iiretmenin miimkiin oldugu
goriilmiistiir. Bu c¢alismada ise nadiren incelenen gercekei bir problem ele
alinmaktadir. Gida isleme siireglerinin peptit kararligina etkisi hakikattir. Diger gida
bilesenleri ile peptit etkilesimleri de peptit kararlilig1 baglaminda kritiktir. Bu alandaki
bir¢ok problemin yaninda kararlilik problemi peptitlerin ve peptit iceren fraksiyonlarin
kullanimimi kisitlamaktadir. Endiistriyel kullanimlarin arttirilmasi i¢in bu alanda

detayli calismalar ihtiyag gerektirmektedir.

Bu calismada proses depolama sindirim etkilerinin nasil ger¢eklestigi hangi durumda
biyolojik aktivite kaybinin oniine gecilebilecegi ya da bagka bir deyisle hangi peptit
sistemlerinin hangi model gidalarda etki gosterebilecegi incelenmistir. Biyoaktivite

kaybinin takibi ve dnlenmesi igin gerekli analitik tekniklerden yararlanilmistir.

Gelistirilen biyoaktif peptit fraksiyonlari, endiistriyel kosullari modelleyen laboratuvar
Olcegi prosesler ile iiretilerek uygun saklama kosulunda depolanabilecek farkli model
gida tiriinleri olusturulmustur. Bu {iriinlerin biyoaktif 6zellikleri iiretim, depolama ve
sindirim siireclerinde degerlendiril. Boylelikle yan {irlinlere katma deger eklenerek

yenilike¢i, etkin ve gilivenli fonksiyonel gida iiriinleri olarak ortaya konulmustur.

Bu calismada, soguk pres yontemiyle yagi uzaklastirilmis aycekirdegi posasindan
alkali ekstraksiyon-izoelektrik ¢oktiirme (AE-IC) ydntemiyle aycicegi proteini
izolatlar1 elde edilmistir. Aygicegi protein izolatlarinin enzimatik hidrolizinde Alkalaz
ve Flavorzim enzimleri kullanilmigtir. Peynir alt1 suyu ise UF iglemi ile 1:30 kat
konsantre edilmis ve ayni sekilde enzimatik hidroliz i¢in Alkalaz ve Flavorzim
enzimleri kullanilmistir. Hidrolizatlarin biyoaktif 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla
endiistriyel anlamda da kullanimi uygun olan ultrafiltrasyon bazli fraksiyonlama

yontemi kullanilmistir.

Alkalaz ve Flavorzim enzimleri kullanilarak hazirlanan hidrolizatlara in vitro ACE
(anjiyotensin doniistiiriicii enzim) onleyici aktivite testi, DPP-IV (dipeptidil peptidaz-

IV) onleyici aktivite testi uygulanmaistir.
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Bu ¢aligmada soguk pres ile yag1 alinmis ay c¢ekirdegi posasindan alkali ekstraksiyon-
izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle elde edilen protein izolat1 ve kasar ile beyaz peynir
altt suyu numunelerinin 1:30 konsantrelerinin Alkalaz ve Flavorzim enzimleri ile
enzimatik hidroliz ugratilmasi ve sonrasinda 3 ve 10 kDa’lik membran kullanilarak
ultrafiltrasyon yontemi ile fraksiyonlanmasi sonucu elde edilen son firiinlerin
biyoaktivite testleri yapilmis ve ozellikle ACE oOnleyici aktivite, DPP-IV onleyici
aktivite testlerinden olumlu sonuglar alinmistir. Calisma sonuglari, bitkisel protein
hidrolizatlarinin, 6zellikle %5 oraninda kullanildiginda, ACE inhibisyon oranlarini
artirmada etkili oldugunu gostermektedir. KPH gruplart hem vegan kofte hem de
yogurt iirlinlerinde en kararli ve yiiksek inhibisyon degerlerini sunarak fonksiyonel
gida iiretiminde 6nemli bir aday oldugunu ortaya koymustur.

Bu caligmada, gida tiriinlerinde DPP-IV aktivite nleyici analizini spektrofotometrik
yontemle gerceklestirmek {izere klasik on islem protokolleri uygulanmistir. Ancak,
klasik 6n islemlerin, analiz sonug¢larinin dogrulugunu ve giivenilirligini saglamakta
yetersiz kaldig1 gozlemlenmistir. Bu durum, analiz 6ncesi 6rnek hazirlama agamasinin
analiz sonuglarina olan kritik etkisini bir kez daha ortaya koymustur.

Bu eksiklikleri gidermek amaciyla, analiz dncesi 6n islem protokoliine yenilik¢i bir
adim olarak AE-IP metodu entegre edilmistir. AE-IP metodu kullanilarak hazirlanan
yogurt orneklerinin analizinde hem dogruluk hem de tekrarlanabilirlik agisindan
onemli iyilesmeler elde edilmistir. Ozellikle, bu yéntemin DPP-IV inhibisyonunun
hassas bir sekilde tespit edilmesinde yiiksek verimlilik sagladig1 belirlenmistir.
Sonuglar, AE-IP metodunun spektrofotometrik DPP-IV analizleri igin etkili bir 6n
islem teknigi oldugunu ve bu yontemin, klasik protokollerin yetersiz kaldig
durumlarda alternatif bir ¢6ziim sundugunu gostermektedir. Bu baglamda, AE-IP
metodunun ilgili alandaki diger analiz siireclerine uyarlanabilirligi, gelecekteki
caligmalar i¢in 6nemli bir potansiyel tasimaktadir.

AE-IP, DPP-IV aktivite onleyici analizi 6ncesi ekmek ve vegan kdfte {iriinlerine de
uygulanmig fakat sonug¢ alinamamistir. Ancak gida cesitliligi pek ¢oktur ve her iirlin
grubu i¢in her metot uygun olmayabilir. Dolayisi ile bu iiriin gruplart i¢in HPLC vb.
kromatografik analiz yontemlerine de bagvurulabilecegi diistiniilmektedir. Kontrol
yogurt grubu hidrolizat iceren numunelere kiyasla daha az inhibe edici 6zellik
gostermektedir. Bunun yani sira %5 KPH igeren grup DPP-IV inhibisyonu agisindan

en etkili degere sahiptir. Ayn1 zamanda elde edilen veriler incelendiginde hidrolizat
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eklemenin yogurt numunelerinde DPP-IV inhibisyonunu arttirdigt da acik¢a
goriilmektedir.

Gelecek c¢aligmalarda, depolama kosullar1 ve siirelerinin daha ayritili bir sekilde
optimize edilmesi, inhibisyon oranlarindaki dalgalanmalar1 azaltabilir. Ayrica,
molekiiler diizeyde analizlerle hidrolizatlarin biyoaktif bilesenlerinin etkilerinin
detaylandirilmasi1 Onerilmektedir. Bu tiir ¢aligmalar, fonksiyonel gidalarin saglik
tizerindeki uzun vadeli etkilerini daha iyi anlamaya olanak saglayacaktir. Bu
caligmadan alinan sonuglar gelecekteki caligmalara oncii olabilecek nitelige sahiptir.
Ay cekirdegi protein izolati, kasar ve beyaz konsantre peynir alti sular1 gesitli
enzimlerle hidroliz edilerek, endiistriyel olarak yaygin bir saflastirma teknigi olan
ultrafiltrasyon yontemiyle fraksiyonlanmasinin biyoaktivitesini arttirarak fonksiyonel
bir bilesen olarak kullanilmasinin miimkiin olabilecegi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
peptitin ilag, nutrasotik ve fonksiyonel gida alanlarinda kullanilabilme potansiyeli
oldugu goriilmustiir. Bunun yam sira elde edilen peptitin farmakoloji alaninda,
nutrasotik alaninda gerekli klinik ¢alismalar yapildigr takdirde etken madde olarak
kullanilabileceginin miimkiin oldugu sonucuna varilmistir. Endiistriyel yan iiriin olan
ay cekirdegi posasi ve kasar ve beyaz peynir alti suyu numunelerinin dogal bir ilag
etken maddesi olma potansiyeline sahip olmasi, bu gibi iiriinlerin dogal biyoaktif
bilesenler olarak saglik, kozmetik, gida gibi alanlarda ensdiistriyel olarak tiretilip ticari

olarak piyasaya sunulabilmesinin miimkiin oldugunu gostermektedir.

Yapilan ¢alisma kapsaminda antihipertansif ve antidiyabetik ilaclarin yan etkileri,
giivensizlik ve safsizlik problemlerine alternatif olarak, giivenilir ve dogal protein
kaynaklarinca zenginlestirilmis (bitkisel aygigegi protein hidrolizati ve hayvansal
kasar ve beyaz peynir alt1 suyu protein hidrolizati i¢eren), farkli muhafaza kosullarina
sahip c¢esitli gida tiriinlerinin (ekmek, vegan kofte ve yogurt drnekleri) sunulabilecegi
ve depolama siiresince kontrolleri saglanan bu biyoaktif gida iriinlerinin diyetle
aliminda saglik acgisindan fayda saglayacagini sdylemek miimkiindiir. Bu g¢alisma
farkli muhafaza kosullarina sahip ekmek, vegan kofte ve yogurt dirlinleriyle
kisitlandirilsa da gida cesitliligi pek coktur ve literatiirde bu alanda yapilacak
caligmalara ihtiya¢ vardir. Dolayist ile elde ettigimiz veriler 1s18inda bu g¢alisma
alaninda yapilacak caligmalara oncii olabilecek potansiyele sahip, umut vadeden bir

kaynak niteligine tagimaktadir.
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EKLER

ACE - Onleyici Aktivite Analizi

e 90uL Omek +50 pl HHL = 2% = ACE 40 pl = = = 180 pl IM HCI
(Inhibitér) (Substrat) (Enzim)
U

(enzim etkinligini azaltan molekiil)

Basta blank 1 M HCI 180 pl ile durdurulur.

e Blank: 20 mM Tris 90 uL + 50 pl HHL(t) +180 pl HCl 5= = ACE 40 il -

e N.K:20 mM Tris 90 pL + 50 pl HHL(t) 2= = ACE 40 pl - = +180 ul HCI

20mM Tris Hazirlama:

(0.002 M) PH 8

n

M = s My, =121.14 g Trisma Base

n
0.02M = m n = 0.01 mol

1mol 121.4 gr
0.01 mol x
x = 1,2114 gr Trisma

pH:8 HCl ile ayarlanir.5 dk pH: 8'de kaliyor mu kontrol edilir.

pH: 8’den diisiik ise NaOH kullanilarak pH degeri arttirilabilir.

Mobil Faz Hazirlama;

e 500ml (%50) saf su + 500 ml (%50) Metanol + 1 ml (%1) TFA(Tri-
flora Asetik Asit) sirasi ile ¢ceker ocakta karistirilir. Ardindan erlene kaba filtre
kagidi yerlestirilir ve mobil faz filtre edilir. 10 dk = 25°C (Degassing) —
Ultrasonik Banyo Cihazinda Gaz Ugurma Yapilir. Mobil faz scoth sisesinin
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agzi1 acikken 10 dk gaz ugurma yapilir. HPLC cihazinda C:18 kolonu kolon
firinina yerlestirilir. HPLC analizi i¢in mobil faz araciligi ile cihaza akis verilir.
30 — 60 dk kadar sonra cihaz komple acilir. Ilgili dosya segilerek back table
olusturulur ve 6n hazirlaklar tamamlanarak analiz baslatilir.

ACE inhibisyon aktivitesi asagidaki sekilde hesaplandi:

¢  %ACE inhibisyon= (N.K-6rnek) / (N.K -Blank)*100

DPP-1V — Onleyici Aktivite Analizi

50uL Ornek + 50 il 0.8 pm PNAZZ = 100 ul DPP-IV == = 200 pul IM Sodyum Asetat
(Inhibitdr) (Substrat) (Enzim)
l

(enzim etkinligini azaltan molekiil)

Spektrofotometrik Analiz Olgiimleri

Amag sonuclarin N.K’dan kiiciik ¢ikmasidir. Aksi takdirde analiz setreltme vb.
metotlar yardimu ile tekrarlanmalidir. 405 nM’de kiitle spektro analizi yaptiktan sonra
kuvars spektrofotometre kiiveti analiz sonras1 %50 metanol ile yikanarak temizlendi.

Analiz sonuglar1 Tablo 4.5’te yer almaktadir.
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OZGECMIS

Adi Soyadi: Merve GENC

Pozisyon: Gida Miihendisi

A. EGITIM
ISTANBUL SABAHATTIN ZAIM UNIVERSITESI

Yiiksek Lisans | Gida Miihendisligi [2024 ']
Lisans | Gida Miihendisligi, Tiirk¢e [2020 ‘-']
KAZIM KARABEKIR ANADOLU IMAM HATIP LiSESI: [2016 @]

ARNAVUTKOY MERKEZ ILKOGRETIM OKULU: [2011 @]

B. PROFESYONEL DENEYIM
Do&Co Catering Services | Istanbul
Stajyer (4 Ay) | Haziran 2019- Eyliil 2019
* (Gida giivenligi ve kalite yonetim siire¢lerinin uygulanmasi ve denetimi.
» Catering iiretim hatlarinda iiriin kalitesinin iyilestirilmesine yonelik ¢aligmalar.

* Hammaddeden nihai iiriine kadar gegen siirecin kontrolii.

C. PROJELER
Kenevirin Fonksiyonel Gidalarda Kullanimt | [2021/2022]

+  Proje ISTANBUL SABAHATTIN ZAIM UNIVERSITESI BAP PROJESI

kapsaminda gergeklestirilmistir.

» Kenevirin fonksiyonel 6zelliklerinin incelenmesi ve gida uygulamalarinda

kullanim olanaklarinin arastirilmasi.
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Gida Uretim, Depolama ve Sindirim Siireclerinin Biyoaktif Peptit Kararligina Etkisi
ve Bu Etkinin Model Gida Uriinlerinde Incelenmesi | [2023/2024]

« Proje TUBITAK 1001 BILIMSEL VE TEKNOLOJIK ARASTIRMA
PROJELERINI DESTEKLEME PROGRAMI tarafindan desteklenmistir.

* Depolama ve sindirim siireglerinde biyoaktif peptitlerin kararliligin1 artirmaya

yonelik yontemlerin gelistirilmesi.

Model gida iiriinlerinde biyoaktif bilesenlerin etkilerinin incelenmesi.

D. SERTIFiKA VE EGITIMLER

TS EN ISO 9001:2015 Kalite Yonetim Sistemi Temel Egitimi | Istanbul Sabahattin
Zaim Universitesi [2019]

TS EN ISO 22000 Gida Giivenligi Yonetim Sistemi Temel Egitimi | Istanbul
Sabahattin Zaim Universitesi [2019]

TS 18001:2014 Is Saghg: ve Giivenligi Yonetim Sistemi Temel Egitimi | Istanbul
Sabahattin Zaim Universitesi [2019]

TS EN ISO 14001 Cevre Yonetim Sistemi Temel Egitimi | Istanbul Sabahattin Zaim
Universitesi [2019]

Temel Gida Hijyen Egitimi | Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi [2019]

Tiirk Gida Kodeksi Etiketleme Yonetmeligi Egitimi | Istanbul Sabahattin Zaim
Universitesi [2019]

Fikri ve Sinai Miilkiyet Haklar1 Egitimi | Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi [2019]

Helal ve Haram Gidalar Egitimi | Avicenna Saglik Platformu [2016]

E. DIiGER EGITIMLER

« Ingilizce | B2 (Devam Ediyor)

F. TEKNIiK YETKINLIiKLER

* (Gida analiz teknikleri
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Gida giivenligi ve kalite kontrol siiregleri
Proje yonetimi ve raporlama

Microsoft Office

SPSS

Minitab
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