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ÖZET 

YAĞI ALINMIŞ FINDIK POSALARININ TRİPSİN, 

KİMOTRİPSİN VE TERMOLİSİN ENZİMLERİ İLE MUAMELE 

EDİLMESİ SONUCU OLUŞAN BAZI BİYOAKTİF 

PEPTİTLERİN BELİRLENMESİ 

Ahmet Furkan ÇAĞLAR  

Yüksek Lisans, Gıda Mühendisliği 

Tez danışmanı: Doç. Dr. İbrahim GÜLSEREN 

Kasım-2019, 130 Sayfa 

Ülkemizde dolaşım sistemi hastalıkları ölüm olaylarının birincil nedenidir. Dolaşım 

sistemi hastalıklarının risk faktörleri arasında da hipertansiyon ve diyabet tedavisinde 

kullanılan ACE ve DPP-IV inhibitörlerinin önemli rolü bulunmaktadır. Bu 

inhibitörlerin milli bir ham maddemizden üretilmesi toplumumuz için yararlı bir 

yaklaşım olacaktır. Bu çalışmanın amacı, ülkemiz için ekonomik öneme sahip Giresun 

tombul fındık posasından proteoliz, fraksiyonlama, LC-MS/MS ve uygun in silico 

teknikler kullanılarak antihipertansif, antidiyabetik ve antioksidatif peptitler 

tanımlamak ve bunların çeşitli özelliklerini (fizikokimyasal, biyoaktif) belirlemektir. 

Alkali ekstraksiyonu-izoelektrik çöktürme yöntemiyle fındık posalarından konsantre 

edilmiş proteinler, 3 farklı enzimle (tripsin, kimotripsin ve termolisin) hidroliz 

edilmiştir. Sonrasında bu hidrolizatlardan anyon değişimi yöntemleri ile fraksiyonlar 

elde edilmiş ve bu fraksiyonlarda çeşitli aktivite (ACE, DPP-IV ve antioksidatif) 

testleri yapılmıştır. Daha sonra da ACE inhibisyonu ve DPP-IV inhibisyonu aktivitesi 

gösteren fraksiyonlar LC-MS/MS analiz teknikleriyle incelenerek peptit dizilimleri 

belirlenmiştir. Bu peptitlerin, bazı fizikokimyasal ve biyoaktif özellikleri, literatürde 

bulunan in silico yöntemler kullanılarak değerlendirilmiştir. Aktiviteleri in silico 

tekniklerce doğrulanan peptitlerin arasından (PeptideRanker değerine göre) en yüksek 

aktiviteye sahip olanlar seçilmiş ve inhibisyon mekanizması yine in silico teknikler 

kullanılarak incelenmiştir. 

Elde edilen sonuçlara göre fraksiyonlarda en yüksek aktivite değerleri 3 hidrolizatta 

da (tripsin, kimotripsin ve termolisin) yapılan ACE testlerinde görülmüştür. Bunun 



iv

 

 

yanı sıra DPP-IV önleyici ve antioksidan aktivite testlerinde çok sayıda fraksiyonda 

aktivite gözlenmiş ancak aktivite değerleri nispeten düşük bulunmuştur. Uygun LC-

MS/MS ve in silico yöntemler kullanılarak ACE aktif fraksiyonlarda 192 adet ve DPP-

IV aktif fraksiyonlarda ise 14 adet peptit belirlenmiştir. DPP-IV inhibisyonu gösteren 

peptitler arasında YDLDFK triptik peptidinin DPP-IV üzerinde 10 muhtemel 

bağlanma noktasına sahip olduğu bulunmuştur. Farklı enzimlerle muamele sonucu 

oluşan SPLAGR (tripsin), VPHW (kimotripsin) ve PGHF (termolisin) peptitlerinin, 

ACE üzerinde sırasıyla 16, 10 ve 11 muhtemel bağlanma noktalarına sahip oldukları 

bulunmuştur. 

Yapılan çalışmada belirlenen aktif peptitler, gelecekte farmakolojik çalışmalara konu 

edilebilir veya kontrolsüzce tüketilebilen gıdalarda fonksiyonel bileşik olarak 

kullanılabilirliği değerlendirilebilir. Bu sayede hipertansiyon ve diyabetle mücadelede 

önemli katkılar sağlayabilmesi mümkün olabilecektir. 

Anahtar Kelimeler: Fındık, ACE inhibisyonu, DPP-IV inhibisyonu, tripsin, 

kimotripsin, termolisin, biyoaktif peptit, antidiyabetik aktivite, antihipertansif aktivite, 

antioksidatif aktivite, inhibisyon mekanizması 
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ABSTRACT 

DETERMİNATİON OF SOME BİOACTİVE PEPTİDES 

FORMED BY TREATMENT OF DEGREASED HAZELNUT 

PULPS WİTH TRYPSİN, CHYMOTRYPSİN AND 

THERMOLYSİN ENZYMES 

Ahmet Furkan ÇAĞLAR  

Master of Science, Food Engineering 

Supervisor: Dr. İbrahim GÜLSEREN 

November-2019, 130 Pages 

Cardiovascular system diseases are the leading cause of fatalities in Turkey. ACE and 

DPP-IV inhibitors play an important role in the treatment of hypertension and diabetes, 

which are among the risk factors of cardiovascular system diseases. The production of 

these inhibitors from a national raw material would be a useful approach for our 

society.The aim of this study was to identify antihypertensive, antidiabetic and 

antioxidative peptides using proteolysis, fractionation and LC / MS-MS techniques 

from the pulp of Turkish Tombul hazelnut. It is also to evaluate the physicochemical 

and bioactive properties of these peptides using in silico techniques. 

In the reserch, concentrated proteins from hazelnut pulps were hydrolyzed with 3 

different proteolytic enzymes (trypsin, chymotrypsin and thermolysin). Then, anion 

exchange based fractions were obtained from hydrolysates and various activities 

(ACE, DPP-IV and antioxidative) tests were performed in these fractions. The 

fractions with ACE inhibition and DPP-IV inhibition activity were examined by LC / 

MS-MS analysis techniques and peptide sequences were determined. Physicochemical 

properties and bioactive properties of these peptides were evaluated using in silico 

methods. Among the peptides whose activity was confirmed by in silico techniques, 

the ones with the highest activity (according to the PeptideRanker value) were selected 

and the inhibition mechanism was also examined using in silico techniques. 

According to the results, the highest activity values were observed in ACE tests in all 

the hydrolysates (trypsin, chymotrypsin and thermolysin). In addition, DPP-IV 

inhibitor and antioxidant tests showed activity in many fractions but their activity 
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values were  relatively low. Using the appropriate LC / MS-MS and in silico methods, 

192 ACE active and 14 DPP-IV active peptides were determined. Among the active 

peptides showing DPP-IV inhibition, the YDLDFK tryptic peptide had 10 possible 

binding sites on DPP-IV. SPLAGR (trypsin), VPHW (chymotrypsin) and PGHF 

(thermolysin) peptides formed by treatment with different enzymes had 16, 10 and 11 

possible binding sites on ACE, respectively. 

Active peptides identified in the study, may be subject to future pharmacological 

studies or its use as functional compound in foods that can be consumed uncontrolled. 

Thus, it will be possible to make important contributions in the struggle against 

hypertension and diabetes. 

 Keywords: Hazelnut, ACE inhibition, DPP-IV inhibition, trypsin, 

chymotrypsin, thermolysin, bioactive peptide, antidiabetic activity, antihypertensive 

activity, antioxidative activity, inhibition mechanism 
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GİRİŞ 

Dünya Sağlık Örgütü (World Health Organization- WHO), kalp hastalıkları ve kalp 

krizine bağlı ölümlerin 2020 yılı itibarı ile dünyadaki ölüm olaylarının en sık görülen 

sebebi olacağı öngörüsünü yapmaktadır (Erdmann vd., 2008). Türkiye’de 2017 ve 

2018 yılı verilerine göre tüm ölüm olayları arasında koroner kalp hastalıkları ilk sırada 

yer almaktadır (TÜİK, 2019). Diyabet ve hipertansiyon, genellikle birlikte görülen ve 

yaygınlık oranı yüksek iki hastalık grubudur. Ülkemizde yaklaşık olarak erişkin her 3 

kişiden 1’inde hipertansiyon vardır (Sağlam vd., 2008).  Tip-2 diyabet sıklığı da 

ülkemizde alarm verici bir artış hızı göstermektedir (Onat vd., 2013). Türkiye’de 2008 

-2012 yılları arasında diyabetli kişi sayısı yaklaşık olarak %107 artmıştır. Ülkemizde 

diyabetin toplam maliyeti SGK 2012 yılı verilerine göre yaklaşık 10 milyar TL 

olmuştur. Yine diyabetin, sağlık harcamalarının toplam maliyetindeki payı ise %22,6 

olarak bulunmuştur (Türkiye Diyabet Programı 2015-2020). Dolayısıyla hipertansiyon 

ve diyabet gibi risk faktörlerinin yaygınlaşmasının önüne geçmek için alınabilecek 

tüm tedbirler önem arz etmektedir. Bununla birlikte sentetik ilaçların yan etkileri 

dolayısıyla daha ucuz ve güvenli alternatif ürünlerin kullanımına yönelik çalışmalar 

bütün dünyada sürdürülmektedir. Bu bağlamda, hayvan ve bitki kökenli peptitler ile 

sentetik peptitler alanlarında çalışmalar bulunmaktadır (Hong vd., 2008). 

Anjiyotensin I-dönüştürücü enzim (ACE) yoğun olarak glikozidik bağlar içeren, 

membrana bağlı bir çinko metalloproteazıdır. Bu enzim, anjiyotensin I hormonunu, bir 

damar daraltıcı (vazokonstriktör) olan anjiyotensin II hormonuna çevirir. Ayrıca 

bradikinin ismiyle bilinen peptiti de yıkıma uğratarak, bu peptitin damar genişletici 

(vazodilatör) fonksiyonunu engeller. Bu şekilde, ACE, tansiyonu yükseltir ve kandaki 

sıvı ve tuz dengesini belirler (Hartmann ve Meisel, 2007; Vermeirssen vd., 2004). 

Anjiyotensin I-dönüştürücü enzim (ACE) önleyici peptitler, hipertansiyonu düşürme 

potansiyeli olan biyoaktif peptitlerdir. 

Diyabette artmış bir oksidatif stres durumu gözlenmekte ve oksidatif stresin mikro ve 

makrovasküler komplikasyonlara neden olduğu pek çok araştırmacı tarafından 

vurgulanmaktadır. Antioksidanlar, oksidatif stres durumunu kontrol altına alabilir, 

oksitlenebilir bir substratın oksidasyonunu geciktirebilir veya önleyebilirler. Bu 

bağlamda antioksidanlar büyük önem kazanmaktadır (Chakrabarti vd., 2014; Li ve Yu, 

2015; Ünal vd., 2018; Pisoschi ve Pop, 2015). Anjiyotensin I-dönüştürücü enzim 
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(ACE) inhibitörleri, hipertansiyon tedavisi ve diyabetik nefropatinin (mikrovasküler 

bir komplikasyon) engellenmesi amacıyla kullanılmasının yanı sıra bu inhibitörler 

aynı zamanda antioksidan aktivite gösterebilmektedir. Dolayısıyla diyabet tedavisinde 

antidiyabetiklere ek olarak antioksidan maddelerin veya antioksidan etkileri bulunan 

antidiyabetiklerin kullanılması tavsiye edilmektedir (Kedziora‐Kornatowska 

vd.,2000; Memişoğulları,2006; Vincent vd., 2004). 

Besin alımının ardından bağırsaktan salgılanan hormonlara inkretin hormonu ve 

bunların oluşturdukları etkiye de inkretin etkisi denilmektedir. İnkretinler pankreasta 

glukoza bağımlı insülin salgılanmasını artırırken, glukagon salgılanmasını baskılar. 

İnkretin hormonlarının, glikoz tehdidine karşı insülin cevabına %70’ten daha fazla 

katkıda bulunduğu tahmin edilmektedir (Nauck vd., 2009; Holst ve Gromada, 2014). 

DPP-IV (EC 3.4.14.5) bağırsak sindirim ve absorpsiyon mekanizmalarında anahtar 

enzimdir. Bu enzimin aktivitesi inkretinlerin yıkımına neden olmaktadır. Tip -2 

diyabetlilerde inkretin hormonlarının bozulmuş salınımının ve hatalı etkilerinin bir 

kombinasyonu nedeniyle inkretin etkisi azalır. Bu durum kan şekerinin artmasına ve 

vücut dokularının zarar görmesine neden olur. DPP-IV inhibisyonu, inkretinlerin 

inaktivasyonunu önler ve aktif oranlarını arttırır. Protein hidrolizatlarında DPP-IV’ü 

in vitro inhibe edebilen ve in vivo kan glikoz seviyesini düşürebilen biyoaktif 

peptitlerin varlığı, antidiyabetik aktiviteye sahip peptit üretimini teşvik etmiştir 

(Ahren, 2007; Barnett, 2006; Mazorra-Manzano vd., 2018). 

Grubumuz tarafından yapılan çalışmalarda 23 adet fındık proteini in silico yöntemlerle 

analiz edilmiş ve muhtemel biyoaktif özellikleri incelenmiştir (Gülseren, 2018). Fındık 

proteinlerinde gözlenecek en muhtemel biyoaktivitelerin ACE ve DPP-IV önleyici 

aktiviteler olduğu, bu aktiviteler kadar sıklıkla rastlanmasa da fındık proteinlerinin 

antioksidatif etkileri de olabileceği öngörülmüştür. Bu bulguları göz önüne alarak, 

ekibimiz kısa bir in vitro ön çalışma yürütmüştür (Gülseren, Çakır & Çağlar, 2019). 

Belirli koşullar altında hazırlanan hidrolizat bir miktar (%10-40) ACE önleyici 

aktiviteye sahip bulunmuştur. Dolayısıyla, farklı enzimler ve tepkime koşulları 

kullanılarak fındık proteinlerinin biyoaktivitelerinin iyileştirilmesi ihtimali söz 

konusudur. Bu varsayım, mevcut çalışmanın ardındaki temel fikirlerden biridir. 

Dolayısıyla bu çalışmada birden fazla proteaz ve modern fraksiyonlama teknikleri 

kullanılarak ACE önleyici, DPP-IV önleyici ve antioksidatif etkisi bulunan biyoaktif 

peptitlerin üretilmesi planlanmıştır. 
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BİRİNCİ BÖLÜM 

LİTERATÜR TARAMASI 

 

1.1. Amino asitler  

Amino asitler, yapılarında hem amino grubu (NH2) hem de karboksil grubu (COOH) 

içerirler. Doğada 300 kadar farklı amino asit bulunmaktadır. Bunların içinden 

proteinlerin yapısal ünitelerini oluşturan 20 amino asit, standart amino asitler olarak 

bilinmektedir (Bilişli, 2009). 

 Standart amino asitler, α-karbon atomuna bağlanmış bir amino grubu ve bir karboksil 

grubu içerirler. Fizyolojik pH değerinde amino grubu pozitif yüklüdür; karboksil 

grubu ise negatif yüklüdür. Standart amino asitler, üç harfli kısaltmalar ve tek harfli 

sembollerle gösterilirler (Altınışık,1998). Standart amino asitlerin kısaltılmış adları 

Tablo 1.1’de verilmiştir.   

 

Amino asitlerin özellikleri R grubuna bağlı olarak değişmektedir. Amino asitlerin R 

gruplarına bağlı sınıflandırılması Şekil 1.2 de verilmiştir. 

Genel olarak amino asitlerin çoğu suda çözündükleri halde alifatik (Ala, Leu, Met, 

Pro) ve aromatik (Phe, Trp, Tyr) amino asitler hidrofobik özellik gösteren grupları 

taşıdıklarından sudaki çözünürlükleri sınırlıdır. Ortama asit veya baz eklenmesiyle 

ortamda tuz oluşumu sağlandığında bu amino asitlerin çözünürlüğü artmaktadır. 

Ortamda diğer amino asitlerin bulunması da çözünürlüğü desteklemektedir. Amino 

asitler alkollerdeki çözünürlükleri düşük olup diğer eter, kloroform ve aseton gibi non-

polar organik çözücülerde çözünmemektedirler. Amino asidin çeşidine bağlı olarak 

etil alkolde çözünürlük derecesi değişmektedir. Örneğin, prolin ve hidroksiprolin 

Şekil 1.1: Amino asitlerin genel yapısı 
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etanolde iyi çözünür. Amino asitlerin alkolde çözünürlük derecelerinin düşük olması 

polar özelliklerinden kaynaklanmaktadır (Bilişli, 2009). 

 

 

Asidik ve bazik karakterleri bir arada taşıyan bileşikler amfoter olarak adlandırılırlar. 

Amino asitler çözelti pH değerine bağlı olarak asit, baz veya zwitterion (iç tuz) 

şeklinde davranmaktadırlar. Bu nedenle amino asitler amfoter özellik gösterirler. 

Amino asidin zwitterion şekline geçtiği pH değerine izoelektrik nokta adı 

verilmektedir. Her amino asit için izoelektrik noktada pH değerleri farklılık 

göstermektedir. Amino asitler, izoelektrik nokta değerinden yüksek pH ortamında 

anyon, düşük pH ortamında ise katyon şeklindedir. 

Şekil 1.2: Amino asitlerin R grubuna bağlı sınıflandırılması 

 



5

 

 

Amino asitler maksimum UV absorbsiyonunu farklı dalga boylarında gösterirler. 

Aromatik amino asitler 200-230 nm ve 250-290 nm dalga boylarında maksimum UV 

absorbsiyonunu göstermektedirler. Protein ve peptitlerin tayinlerinde 280 nm’de 

alınan absorbsiyon değerleri kullanılmaktadır. 

Tablo 1.1: Standart amino asitler ve kısaltılmış adları (Altınışık,1998). 

AMİNO ASİT 

ADI 

3 HARFLİ 

KISALTMA 

TEK HARFLİ 

KISALTMA 

Glisin Gly G 

Alanin Ala A 

Valin Val V 

Lösin Leu L 

İzolösin Ile I 

Metiyonin Met M 

Fenilalanin Phe F 

Triptofan Trp W 

Tirozin Tyr Y 

Serin Ser S 

Prolin Pro P 

Treonin Thr T 

Sistein Cys C 

Asparajin Asn N 

Glutamin Gln Q 

Aspartat Asp D 

Glutamat Glu E 

Lizin Lys K 

Histidin His H 

Arjinin Arg R 

 

1.2. Peptitler  

Peptitler, amino asitlerin polimerleridirler. Kuramsal olarak, bir amino asidin α-

karboksil grubunun OH’i ile diğer amino asidin α-amino grubu aralarında su vererek 

peptit bağı oluştururlar. 

 

Şekil 1.3: Peptit bağı oluşumu 
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Peptit bağı, bir amino asidin α-karboksil karbonu ile bir başka amino asidin α-amino 

azotu arasında oluşur. Peptit bağı kovalent bir bağ olup oldukça kuvvetlidir. Peptit 

yapısı iki amino asitten oluşuyorsa dipeptit, üç amino asitten oluşuyorsa tripeptit, çok 

sayıda amino asitten oluşuyorsa polipeptit adını almaktadır. Proteinler, yüzlerce amino 

asitten oluşan polipeptitlerdir (Altınışık,1998; Bilişli, 2009).  

Bir peptit dizisindeki amino asitler, genellikle amino asit kalıntıları olarak 

adlandırılırlar. Peptidin α-karboksil grubuna sahip amino asit kalıntısı bulunan ucuna 

C-terminal uç, serbest α-amino grubuna sahip amino asit kalıntısı bulunan ucuna ise 

N-terminal uç denilmektedir (Altınışık,1998).   

Biyolojik öneme sahip pek çok peptit bulunmaktadır. Bazı peptitler proteinlerin kısmi 

hidrolizinden meydana gelirken bazıları ise özel peptitlerdir. 

1.3. Biyoaktif peptitler 

Biyoaktif peptitler kısaca vücut fonksiyonları üzerinde olumlu etkisi olan, proteinlerin 

spesifik parçalanma ürünleri olarak tanımlanmaktadır. Bir diyet bileşeninin biyoaktif 

olarak kabul edilebilmesi için fizyolojik olarak ölçülebilir bir biyolojik etki sağlaması 

gerekmektedir. Bu biyoaktivitenin toksisite, alerjenite ve mutajenite gibi potansiyel 

olarak zararlı etkilerin dışında, sağlığı olumlu etkileme potansiyeline sahip olması 

gerekmektedir (Möller vd., 2008).  Biyoaktif peptitler, amid veya peptit bağları olarak 

da bilinen kovalent bağlarla bağlanmış amino asitlerden oluşan organik maddeler olup 

hormon veya ilaç benzeri aktiviteler gösterebilirler. Peptitler, sentetik olarak ya da 

doğal proteinlerin fermentasyonu ve enzimatik hidrolizi ile üretilebilirler. Biyoaktif 

peptitlerin protein kaynağından enzimatik hidroliz yolu ile üretilmesinde bitkisel, 

hayvansal ve mikrobiyal kökenli proteolitik enzimler kullanılmaktadır. Biyoaktif 

peptitlerin üretimi için en çok kullanılan enzimler arasında hayvansal kökenli pepsin, 

tripsin, kimotripsin ve bitkisel kökenli bromelain, papain ve fisin proteazları 

bulunmaktadır. Bunların dışında alkalaz, termolisin gibi mikrobiyal kökenli proteolitik 

enzimler de sıkça kullanılmaktadır (Anusha ve Bindhu, 2016; Ohata vd., 2016; 

Pihlanto-Leppälä, 2000). 

Peptitlerin biyoaktiviteleri, proteinlerin yapısından koparıldıktan sonra fizyolojik 

modülatörler olarak hareket edene kadar gizlidir. Bir peptidin kimyasal yapısı ve 

aktivitesi arasındaki ilişki tahmin edilememekle birlikte aktivite amino asit sekansı, N 
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ve C-terminal amino asidin türü, peptit zincirinin uzunluğu, peptiti oluşturan amino 

asitlerin yük ve polaritesi gibi özelliklerle ilişkilendirilir (Li ve Yu, 2015). 

 Genellikle 2-20 amino asitten oluşan biyoaktif peptitler bazı durumlarda daha fazla 

amino asit içerebilir. Sindirim sisteminde enzimatik hidrolizle ortaya çıkabilen 

biyoaktif peptitler kan dolaşımına geçerek sistematik faydalar sağlayabilirler. 

Biyoaktif peptitler amino asit dizilimlerine bağlı olarak antimikrobiyal, antioksidan, 

antidiyabetik, antihipertansif gibi özelliklere sahip olabilmektedirler. Bazı biyoaktif 

peptitler multifonksiyonel olup birden fazla fonksiyonel fayda sağlayabilirler 

(Erdmann vd., 2007; Harnedy ve FitzGerald, 2012). BIOPEP adında bir veri tabanında 

3796 farklı fonksiyonel önemi olan peptit bildirilmiştir. 

1.3.1. Antihipertansif peptitler 

Anjiyotensin I-dönüştürücü enzim (ACE) yoğun olarak glikozidik bağlar içeren, 

membrana bağlı bir çinko metalloproteazıdır. ACE, atardamarlardaki kan basıncını, su 

ve tuz dengesini belirleyen renin-anjiyotensin sisteminde önemli bir role sahiptir. Bu 

enzim, anjiyotensin I hormonunu, bir damar daraltıcı (vazokonstriktör) olan 

anjiyotensin II hormonuna çevirir ve buna ek olarak; bradikinin ismiyle bilinen peptidi 

de yıkıma uğratarak, bu peptidin damar genişletici (vazodilatör) fonksiyonunu 

engeller. Bu şekilde, ACE, tansiyonu yükseltir ve kandaki sıvı ve tuz dengesini belirler 

(Hartmann & Meisel, 2007; Vermeirssen vd. 2004).  

Anjiyotensin I-dönüştürücü enzim (ACE) önleyici peptitler, hipertansiyonu düşürme 

potansiyeli olan biyoaktif peptitlerdir. ACE önleyici peptitler, biyoaktif peptitler 

arasında üzerinde en çok çalışma yapılan alandır (Iwaniak vd., 2014). Bir ACE inhibe 

edici peptidin potansiyeli genellikle, ACE aktivitesinin % 50 inhibe edilmesini 

sağlayan peptit konsantrasyonuna eşdeğer olan IC50 değeri şeklinde ifade edilir. ACE 

inhibe edici aktivite, bir ACE inhibisyon göstergesi veya tanımlanmış bir inhibitör 

peptit konsantrasyonu ile elde edilen inhibisyon yüzdesi olarak da ifade edilebilir 

(Murray ve FitzGerald, 2007). 

Besin kaynaklı ACE inhibe edici peptitlerin yapı-aktivite ilişkisi henüz tam olarak 

belirlenememiş olmasına rağmen, bir ACE inhibe edici peptidin nihai potansiyelini 

etkilediği görünen birçok yapısal özellik tanımlanmıştır. Örneğin bazı anyonik 

peptitler, ACE’de bulunan çinkoyu şellatlamasına bağlı olarak inhibisyon sağlayabilir 

(Aluko, 2015). Güçlü bir antihipertansif aktivite için peptit sekansında bazı amino asit 
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kalıntılarının varlığı ve pozisyonunun kritik olduğu düşünülmektedir. Ruiz vd. (2004) 

bir C-terminal Leu'nun ACE inhibe edici potansiyelin artmasına önemli ölçüde katkıda 

bulunabileceğini ileri sürmüştür. Nakamura vd. (1995), Val ve Ile gibi dallı amino 

asitlerin varlığının ACE aktivitesinin inhibisyonu için önemli olduğunu ve termolisin 

ile hidroliz edilen proteinlerin, terminal bölgesinde bu dallı amino asitleri içeren 

peptitleri üretme şansını arttıracağını bildirmiştir. ACE monekülüne bağlanma, 

substratın veya inhibitörün C-terminal tripeptit dizisinden kuvvetli bir şekilde 

etkilemektedir. Birçok çalışmada tripeptitlerin ACE inhibitörleri olarak dipeptitlerden 

daha güçlü aktivite göstermiştir. ACE, üç C-terminal pozisyonunun her birinde 

hidrofobik (aromatik veya dallanmış yan zincirler) amino asit kalıntıları içeren 

substratlarla veya inhibitörlerle daha iyi etkileşim sağlamaktadır. Doğal olarak oluşan 

birçok ACE inhibe edici peptit, özellikle dipeptit ve tripeptit inhibitörleri C-terminal 

ucunda Tyr, Phe, Trp, Pro veya Lys amino asitlerini içermektedir. Peptit sekansının C-

terminalinde Pro varlığı ACE inhibisyonunu arttırmaktadır. Bu neden ile prolin amino 

asidi esas yapı olarak düşünülerek ilaç tasarımları yapılmış ve geliştirilen ilk madde 

süksinil-L-prolin olmuştur (Bayram, 2012; Murray ve FitzGerald, 2007; Nakamura 

vd., 1995).  

Peptit zincirinde belirli amino asitlere ait pozisyonun ACE inhibisyonuna etkisi 

üzerindeki rolünü inceleyen çalışmalar genellikle in vitro deneyler üzerinden 

yürütülmüş ve istatistiksel modellemeler ile birleştirilmiştir. Bu çalışmalardan elde 

edilen sonuçlar, C-terminal dizliminin ACE inhibisyonu için önemli olduğu 

konusunda tutarlıdır. Yine de C-terminal aktivitesini arttırmak için hangi spesifik 

amino asitlerin bulunması gerektiği konusunda çelişkiler vardır (Patil vd., 2015). Bazı 

ACE inhibitör peptitleri, C-terminalinde Lys veya Arg içermektedir. Yapı-aktivite 

verileri, C-terminal Arg veya Lys yan zincirlerindeki pozitif yüklü grubun, inhibe edici 

aktivitelerine önemli ölçüde katkıda bulunduğunu göstermektedir. Bu durum Ondetti 

ve Cushman (1982) tarafından belirtilen ACE aktif alan modeline uymamaktadır. Bu 

sebeple ACE inhibisyon mekanizmasının, normalde substratlar tarafından işgal 

edilmeyen alt tabakalarla veya enzimin katalitik bölgesinden farklı bir anyonik 

inhibitör bağlanma bölgesi ile etkileşimi olduğu iddia edilmektedir (FitzGerald ve 

Meisel, 2000; Meisel,1993).  

BIOPEP gibi bazı veri tabanları peptitlerin potansiyelini tanımlamaya çalışmaktadır. 

BIOPEP uygulaması, biyolojik olarak aktif peptit dizilimlerinin bir veri tabanını, 
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protein parçalarında potansiyel biyolojik aktivite profillerinin oluşturulmasını, 

proteinlerin değeri ölçüsünde kantitatif tanımlayıcıların hesaplanması ve bir protein 

zincirinde endopeptidazlar ile hidrolize duyarlı bağların tahmin edilmesini sağlayan 

bir program içerir.  Ayrıca alerjik ve toksik özelliklerin öngörülmesi için programlar 

da geliştirilmiştir (Minkiewicz vd.,2008). 

BIOPEP veri tabanı kullanılarak örnek bir çalışma olarak iyi bilinen bir ACE 

inhibitörü VPP peptitinin inhibisyon mekanizması incelenmiştir. Bu peptitin 

bağlanabileceği 14 farklı amino asit olduğu ve üç amino asit bağlantısının (His387, 

His410 ve Ala 412) VPP tripeptitine spesifik olduğu gözlenmiştir. Bu peptitle ilgili 

daha detaylı bilgiler bölüm 3.6’da verilecektir.  

1.3.2. Antidiyabetik peptitler 

Biyoaktif peptitlerin önleyici ve tedavi edici özellikleri üzerine en çok çalışma yapılan 

hastalıklardan biri diyabettir. Diyabet 21. yüzyılın en önemli sağlık problemlerinden 

biri olarak kabul edilmektedir. Diyabet, pankreasın insülin üretimindeki yetersizliği 

veya salgılanan insülinin etkisizliği nedeniyle ortaya çıkan en yaygın bulaşıcı olmayan 

hastalıktır. Dünyadaki diyabetli hasta sayısı 1980’de 108 milyon iken, 2014’te 422 

milyona çıkmış ve 2040 yılı için bu sayının 642 milyona çıkacağı tahmin edilmektedir. 

(Agarwal ve Gupta, 2016; Arrutia vd., 2016; Sebokova vd., 2007). Günümüzde 

diyabet tedavisinde glukoz ve kilo kontrolü sağlayan inkretin bazlı tedaviler 

geliştirilmiştir. Bu tedaviler Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) reseptör agonistleri 

ve dipeptidil peptidaz-IV (DPP-IV) inhibitörleri ile sağlanmaktadır. Besin alımının 

ardından bağırsaktan salgılanan hormonlar inkretin hormon ve oluşturdukları etki de 

inkretin etkisi olarak tanımlanmaktadır. İki önemli inkretin hormon, glukagon benzeri 

peptit-1 (GLP-l) ve glukoz bağımlı insülinotropik peptittir (GIP). İnkretinler 

pankreasta glukoza bağımlı insülin salgılanmasını artırırken, glukagon salgılanmasını 

baskılar. İnkretin hormonlarının, glikoz tehdidine karşı insülin cevabına % 70’ten daha 

fazla katkıda bulunduğu tahmin edilmektedir (Nauck vd., 2009; Holst ve Gromada, 

2014).  

Dipeptidil peptidaz IV (DPP-IV; EC.3.4.14.5), farklı biyolojik işlemlerde yer alan çok 

işlevli bir transmembran glikoproteindir. Prolin veya alanin kalıntılarından sonra 

dipeptitleri seçici bir şekilde kesen bir serin proteazdır. DPP-IV bağırsağın sindirim ve 

absorpsiyon mekanizmalarında anahtar enzimdir. Bu enzimin aktivitesi, GIP gibi 
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inkretinlerin yıkımına neden olmaktadır. Tip-2 diyabetlilerde GLP-1’in bozulmuş 

salınımının ve GIP’in hatalı etkisinin bir kombinasyonu nedeniyle inkretin etkisi 

azalır. Bu durum kan şekerinin artmasına neden olur ve kan damarları ve sinirler başta 

olmak üzere vücut dokusuna zarar verir. DPP-IV inhibisyonu, glukagon benzeri peptit 

1’in (GLP-1) inaktivasyonunu önler ve aktif GLP-1 oranını arttırır. Protein 

hidrolizatlarında DPP-IV’ü in vitro inhibe edebilen ve in vivo kan glikoz seviyesini 

düşürebilen biyoaktif peptitler üzerine çalışmalar yapılmaktadır (Ahren, 2007; 

Barnett, 2006; Mazorra-Manzano vd., 2018). 

Lacroix ve Li-Chan (2012a) tarafından yapılan in silico çalışmada, 34 proteini 

değerlendirmiş ve DPP-IV inhibitör aktivite gösterdiği literatür verileri ile eşleşen 

2256 peptit sekansı bulunmuştur. Gly-Ala, Gly-Pro ve Pro-Gly en sık görülen 

sekanslar olarak bildirilmiştir. Sığır eti ve somondan elde edilen kollajen ve inek 

sütünden elde edilen kazein proteinleri DPP-IV inhibitörleri üretmek için en yüksek 

potansiyeli göstermişlerdir. Sonrasında Lacroix ve Li-Chan (2012b) tarafından DPP-

IV inhibitörlerinin doğal kaynakları olarak süt proteini hidrolizatları araştırılmıştır. 

Çalışmadaki sonuçlara göre, in vitro pepsin-pankreatin sindirimi boyunca sodyum 

kazeinat, yağsız süt tozu ve süt proteini konsantresi hidrolizatlarının DPP-IV 

inhibisyon aktiviteleri artarken peynir altı suyu proteini izolatı (Whey Protein Isolate, 

WPI) hidrolizatı, peptik sindirimin ardından en yüksek inhibitör aktivite göstermiştir. 

11 farklı proteaz kullanılarak sodyum kazeinattan üretilen hidrolizatlar, çoğu WPI 

hidrolizatından daha yüksek inhibe edici aktivite göstermiştir. Farklı 11 proteaz 

arasından termolisin ve Umamizyme K proteazları en yüksek DPP-IV inhibe edici 

aktiviteye sahip olan WPI hidrolizatlarını üretmiştir (sırasıyla %51 ve %47 

inhibisyon). En yüksek DPP-IV inhibe edici aktiviteye sahip sodyum kazeinat 

hidrolizatları ise termolisin ve bromelain proteazları (sırasıyla %50 ve %47 

inhibisyon) ile elde edilmiştir. Bununla birlikte, araştırılan tüm enzimatik muameleler 

arasında, WPI’nin peptik sindirimi en yüksek DPP-IV inhibitör aktivitesine neden 

olmuştur (IC50 değeri 0.075 mg/ml).  

1.3.3. Antioksidatif peptitler 

Süperoksit radikal, hidroksil radikal, hidrojen peroksit ve peroksit radikali gibi reaktif 

oksijen molekülleri gıdalarda ve canlılar üzerinde de olumsuz etkilere neden olurlar. 

Oksidatif stres, bu serbest radikal gruplardaki artış ve antioksidatif savunma sistemleri 

arasındaki dengesizlik sonucu ortaya çıkar. Yapılan araştırmalarda oksidatif stresle 
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kalp rahatsızlığı, diyabet, kanser, Alzheimer gibi birçok rahatsızlığın arasında bir 

bağlantı olduğu öne sürülmüştür. Örneğin diyabette artmış bir oksidatif stres durumu 

gözlenmektedir ve oksidatif stresin diyabette mikro ve makrovasküler 

komplikasyonlara neden olduğu pek çok araştırmacı tarafından vurgulanmaktadır. 

Antioksidanlar, oksidatif stres durumunu kontrol altına alabilir, oksitlenebilir bir 

substratın oksidasyonunu geciktirebilir veya önleyebilirler (Chakrabarti vd., 2014; Li 

ve Yu, 2015; Ünal vd., 2018; Pisoschi ve Pop, 2015). 

Bütillenmiş hidroksitolüen (BHT) ve bütillenmiş hidroksianisol (BHA) gibi sentetik 

antioksidanlar, doğal antioksidanlara kıyasla etkili ve düşük maliyetli oldukları için 

gıda endüstrisinde yaygın olarak kullanılmaktadırlar. Ancak bu sentetik 

antioksidanların laboratuvar hayvanlarında karaciğer hasarına ve karsinogeneze neden 

olduğuna dair şüphelenilmekte ve bu nedenle gıda katkı maddesi olarak kullanımları 

kısıtlanmıştır. Birçok antioksidan, gıdalar da dahil olmak üzere doğal ham 

maddelerden izole edilmektedir. Peptitler ve amino asitlerin, pro-oksidatif metal 

iyonlarının bağlayıcı etkileri nedeniyle antioksidan özellikleri bulunmaktadır. (Chen 

vd., 2007). 

Peptitlerin antioksidatif etkisi daha çok peptitlerin yapıları, hidrofobik özellikleri ve 

elektron transferi ile ilişkilendirilmektedir (Lemes vd., 2016). Peptitlerin sahip 

oldukları antioksidan aktiviteler, içerdikleri amino asitlerden kaynaklanmaktadır. 

Örneğin, tirozin, fenilalanin ve triptofan gibi aromatik amino asitlerin ve kükürt içeren 

bir amino asit sisteinin antioksidan aktiviteleri protonları serbest radikallere verme 

yeteneklerinden kaynaklanmaktadır. Lizin, arjinin gibi bazik amino asitlerle, aspartik 

asit, glutamik asit gibi asidik amino asitler metal iyonları ile şelat oluşturma yeteneğine 

bağlı olarak antioksidan aktivite sergilerler. Bazik bir amino asit olan histidinin, 

imidazol halkası nedeniyle hem radikal temizleyici hem de metal şelatör gibi 

davranabileceği bildirilmiştir. Peptit yapısında bulunan amino asitlerin yanı sıra bu 

amino asitlerin peptit sekansındaki yerleri de antioksidatif etki üzerinde önemlidir. 

Örneğin N-terminal ucunda prolin içeren peptitlerin linoleik asidin oksidasyonunu 

engellemekte çok daha etkin olduğu, N-terminal ucunda histidin içeren peptitlerin 

güçlü metal şelatlama yeteneğine sahip olduğu bildirilmiştir (Arcan ve Yemenicioğlu, 

2007; Chen vd., 1995)  
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1.4. Protein ve peptitlerin saflaştırılmasında kullanılan kromatografik 

yöntemler 

Genel olarak, biyolojik moleküllerin saflaştırması için hedef bileşiğin fiziksel, 

kimyasal veya biyolojik özelliklerine göre uygun olan kromatografik yöntemler 

seçilir. Proteinlerin saflaştırmasında moleküler büyüklük ve kütleye göre ayrım 

yapılacaksa jel filtrasyon kromatografisi, proteinlerin taşıdıkları net yüklere göre 

ayrım yürütülecekse iyon değişim kromatografisi, biyolojik aktivite özelliklerinin söz 

konusu olduğu durumlarda affinite kromatografisi ve polariteye göre ayrım 

tasarlandığında ters faz kromatografisi veya hidrofobik etkileşim kromatografisi 

yöntemlerinden yararlanılmaktadır (GE Healthcare, 2010). Kolon kromatografisi, iki 

faz arasında proteinleri ayrıştırma prensibine dayanmaktadır. Bu iki faz: 

Sabit (katı) faz: genellikle kolonun dolgu maddesi (matris) 

Mobil (sıvı) faz: genellikle kolondan geçirilen bir tampon çözelti (elüsyon çözeltisi, 

elüant) olarak tanımlanır. 

 Jel filtrasyon kromatografisi haricindeki tüm kromatografilerde proteinlerin kolon 

dolgu maddesine adsorbsiyonu sağlanarak ayrıştırma yapılır. Uygun bir sıvıda 

çözündürülmüş olan protein kolona enjekte edilir. Protein dolgu maddesi tarafından 

adsorplanarak kolona tutunur. İdeal koşullarda hedeflenen proteinin tutulması, 

diğerlerinin ise elüsyon tamponuyla kolondan uzaklaştırılması istenir. Daha sonra 

koşullar (pH, iyonik kuvvet, polarite gibi), tampon çözeltiler aracılığıyla kademeli 

olarak veya sürekli değiştirilir ve kolona bağlanan hedef proteinler bir fraksiyon 

toplayıcı aracılığıyla deney tüplerine toplanır (Akev, 2019).   

1.4.1. Afinite kromatografisi  

Moleküler tanımaya dayalı afinite kromatografisi, proteinlerin biyolojik özelliklerine 

göre ayrılmalarını sağlayan bir yöntemdir. Hedef protein, tamamlayıcı bir bağlayıcı 

madde (ligand) ile spesifik olarak ve geri dönüşümlü olarak bağlanır. Uygun bir ligand 

mevcut olduğunda afinite kromatografisi kullanılabilir. Kolon dolgu maddesine 

(matrise) hedef proteinle spesifik etkileşimi olan (örneğin, protein bir enzimse 

substratı veya kofaktörü) bir fonksiyonel grup (ligand) bağlanır. Hedef proteini içeren 

karışım kolona enjekte edildiğinde, protein biyospesifik ligandına bağlanarak kolona 

adsorbe olur. Daha sonra koşullar değiştirilerek adsorbe olan protein kolondan 

koparılır. Elüsyon, spesifik olarak rekabetçi bir ligand kullanarak veya spesifik 
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olmayan bir şekilde (örneğin, pH, iyonik kuvvet veya polariteyi değiştirerek) 

gerçekleştirilir. (Akev, 2019; GE Healthcare, 2010). 

 Afinite kromatografisi antijen, antikor, enzim gibi protein yapısındaki moleküllerin 

saflaştırılmasında kullanılabildiği gibi karbonhidrat, vitamin gibi pek çok molekülün 

ayrılmasında da kullanılabilmektedir. Ayrıca belirli kirletici maddeleri uzaklaştırmak 

için de kullanılabilmektedir. Afinite kromatografisinin seçicilik özelliğinin yüksek 

olması sebebi ile hedef protein tek bir adımda saflaştırılabilmektedir. Bu kromatografi 

için kullanılan ligandların büyük bir çoğunluğu biyolojik kökenli olmasına rağmen, 

ayrımlar için farklı seçenekler sunan biyolojik kökenli olmayan doğal veya sentetik 

ligandlar da vardır. Kökenine bakılmaksızın bu moleküller yüksek seçicilik özellikli 

ve genel amaçlı düşük seçicilik özellikli olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. Yüksek 

seçicilik özelliği olan ligandlar (monospesifik) sadece bir veya birkaç yakın özellikteki 

bileşiği adsorbe ederken, genel amaçlı olan ligandlar (grup spesifik) ise yapısal olarak 

benzer molekülleri içeren grup bileşiklerini adsorbe ederek ayrımını sağlamaktadır 

(Konak vd., 2014). 

1.4.2. Jel filtrasyon kromatografisi  

 Jel filtrasyon kromatografisi uygun koşullar altında moleküler boyutta farklılık 

gösteren maddelerin ayrılmasını sağlar.  Jel filtrasyon kromatografisi ayrıca ayırma 

mekanizmasını daha yakından tanımlayan boyut dışlama kromatografisi (“size 

exclusion chromatography”, SEC) olarak da adlandırılır. Jel filtrasyon kromatografisi, 

protein saflaştırma veya numunenin iki ana gruba (büyük ve küçük molekül) ayrıldığı 

grup ayrımı için kullanılabilir. Grup ayırma genel olarak numunelerin tuzdan 

arındırılması ve tampon değişimi için kullanılır. Jel filtrasyon kromatografisi 

moleküllerin kolona bağlanmadığı bir yöntemdir. Jel filtrasyon kromatografisinin 

matrisinde doğal veya sentetik polimerlerden faydalanılır. Polimerlerin çapraz 

bağlanarak üç boyutlu ağlar kurmasıyla jeller oluşturulur. Jellerde boncuk şeklinde 

gözenekler bulunur ve bu gözeneklerin boyutları çapraz bağlanma oranlarına bağlı 

olarak değişmektedir. Bu yöntemde büyük moleküller jellerdeki gözeneklerin içine 

giremeden boncuklar arasındaki boşluklardan geçerek ilerlerken, küçük moleküller 

gözeneklere girerek zaman kaybeder ve bir süre sonra çözücü tarafından sürüklenerek 

kolondan çıkarlar. Dolayısıyla önce büyük moleküller daha sonra küçük moleküller 

kolondan ayrılır. Jel filtrasyon kromatografisinde kolona enjekte edilen numunenin 

hacminin küçük olması ve saflaştırılan proteinin seyreltik ve çok hacimli bir hale 
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gelmesi sebebiyle saflaştırma işleminin ardından örnek genellikle ultrafiltrasyon 

yöntemi ile konsantre edilir. Jel filtrasyon kromatografisi yönteminde genellikle birkaç 

kolon seri bağlanarak kullanılır ve elüsyon işleminin düşük basınçlar altında yapılması 

sebebiyle numuneyi saflaştırmak çok zaman alır. Bu yöntem, ultrafiltrasyon gibi ek 

işlemler gerektirebilmesi, saflaştırmanın uzun zaman alması ve bunlara bağlı olarak 

oluşan ek maliyetler sebebiyle endüstride pek tercih edilmez. Jel filtrasyon 

kramotografisi analiz amaçlı protein saflaştırılmasının ilk aşamalarında veya son 

aşamada protein konsantre ve küçük bir hacimdeyken bu yöntemden yararlanılır 

(Akev, 2019; Konak vd., 2014).  

1.4.3. İyon değişim kromatografisi 

Proteinler yapılarında yer alan amino asitlerin yan zincirlerinde çözücüler ile 

etkileşimini arttıran ve çözünürlüğünü etkileyen yüklü gruplara sahiptir. Bu amino 

asitler negatif yüklü (aspartat, glutamat) veya pozitif yüklü (arginin, histidin, lizin) 

gruplara sahiptirler.  Bir proteinin net yükü bu gruplar arasındaki dengeye ve pH 

değerine bağlı olarak değişmektedir. Belirli bir pH değerinde farklı proteinler, farklı 

net yüklere sahiptir. Proteinlerin ayırma işlemlerinde de bu yük farklılığından 

yararlanılmaktadır (Konak vd., 2014; Scopes, 2000; Sheehan ve Fitzgerald, 2008). 

Elektrostatik çekime bağlı olarak gerçekleşen iyon değişim kromatografisinde, kolon 

dolgu maddesine bağlı bulunan yüklü gruplar (ligand) ile zıt yüke sahip moleküller 

arasındaki tersinir adsorpsiyon gerçekleşmektedir. İyon değiştirici kolonun dolgu 

maddesi pozitif gruplar içeriyorsa, karşı iyonlar negatif olup bu tür iyon değiştiriciler 

anyon değiştiriciler adını alırlar. Benzer şekilde dolgu maddesi negatif gruplar 

içeriyorsa, karşı iyonlar pozitif olup bu tür iyon değiştiriciler katyon değiştiriciler adını 

alırlar. Yüklü moleküller kolona bağlandıktan sonra koşullar kademeli olarak veya 

sürekli değiştirilerek elüsyon gerçekleştirilir. İşlem koşulları, genellikle tuz 

konsantrasyonundaki artışlar veya pH değerindeki değişiklikler ile sağlanır (Akev, 

2019; Haddad ve Jackson,1990; Whitford,2005) 

İyon değiştiricilerin matrisinde genellikle modifiye edilmiş polisakkarit ve türevleri 

kullanılmaktatır. Örneğin iyon değiştirici kolonlarda en çok tercih edilen Sephadex 

matrisi modifiye bir deksrandır. Çapraz bağlı bir agaroz olan Sepharose ve çapraz bağlı 

bir sellüloz olan Sephacel matrisleri de sıkça kullanılmaktadır. Ancak bir iyon 

değiştirici kolonda en önemli kısım ligand olarak da bilinen fonksiyonel gruplardır. 

Bu grupların özellikleri iyon değiştiricinin sınıfını ve gücünü belirler (bkz.Tablo 1.2). 
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Güçlü iyon değişim ligandları geniş pH aralıklarında yük özelliklerini ve bağlama 

kapasitelerini koruyabilirler. Zayıf iyon değişim ligandları ise değişen pH değerine 

bağlı olarak kapasitelerinde belirgin bir değişim gösterirler (Akev, 2019; Konak vd., 

2014).  

Tablo 1.2: İyon değişim ligandları ve fonksiyonel grupları (Konak vd., 2014) 

Grup Adı Türü İyon 

Değiştirci 

Fonksiyonel Grubu 

Metil sülfonat (S) Güçlü Katyon -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-

CH2SO3¯ 

Sülfopropil (SP) Güçlü Katyon -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CH2-

CH2SO3¯ 

Karboksimetil (CM) Zayıf Katyon -O-CH2-COO¯ 

Dördüncül amonyum 

(Q) 

Güçlü Anyon -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-

CH2-N
+ (CH3)3 

Dördüncül aminoetil 

(QAE) 

 

Güçlü Anyon -O-CH2-CH2-N
+(C2H5)2-CH2-CHOH-

CH3 

Dietilaminoetil 

(DEAE) 

Zayıf Anyon   -O-CH2-CH2-N+H(CH2CH3)2 

 

1.4.4. Hidrofobik etkileşim kromatografisi  

Protein ve peptitlerin hidrofobik yapıdaki alifatik ve aromatik yan zincirleri ile 

sağlanan yüzey hidrofobisitesi, proteinlerin üç boyutlu yapısının stabilitesini 

sağlamanın yanı sıra proteinlerin enzim-substrat etkileşimleri gibi biyospesifik 

etkileşimlerin oluşmasına da yardımcı olmaktadır. Proteinlerin yapısına katılan 

standart 20 amino asitten 8 tanesi, polar olmayan R grupları içermelerine bağlı olarak 

hidrofobik özellik gösterir. Bu amino asitlerden fenilalanin, valin, lösin, izolösin ve 

metiyonin güçlü hidrofobik özellik gösterirken tirozin, alanin ve triptofan düşük 

hidfobik özellik gösterir.  

Hidrofobik etkileşim kromatografisi, proteinleri hidrofobisite farklılıklarına göre 

ayırır. Ayırma, bir protein ve bir kromatografik ortamın hidrofobik yüzeyi arasındaki 

geri dönüşümlü etkileşime dayanır. Genellikle amonyum sülfat ile çökeltilmiş veya 

iyon değişim kromatografisi sonrasında yüksek tuz içeren proteinlerin sonraki 

saflaştırma adımı olarak kullanılır. Proteinin hidrofobisitesini artırmak için çözeltiye 

tuz ilavesi yapılır. Tuz, proteinin etrafındaki su moleküllerini çekerek hidrofobik 
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grupların etkileşmesine yardımcı olur. Dolayısıyla bu kromatografi yönteminde iyonik 

gücü yüksek çözeltilerde proteinler çözündürülerek kolona uygulanırlar ve kolondan 

geçerken hidrofobik etkileşimle kolona tutunurlar. Koşullar daha sonra kademeli 

olarak değiştirilir, böylece bağlı maddeler farklı hidrofobisitelerine göre ayrılır. 

Elüsyon, genellikle tuz konsantrasyonundaki düşüşlerle gerçekleştirilir. Yüksek 

oranda hidrofobik proteinler, hidrofobik ligandlara sıkıca bağlanır ve kolondan en son 

çıkarlar. Matris olarak genellikle çapraz bağlı bir agaroz olan Sepharose ve ona bağlı 

gruplar olarak eter, izopropil, butil, oktil, fenil ligandları kullanılır (Akev, 2019; GE 

Healthcare, 2010). 

1.4.5. Ters faz kromatografisi 

Ters faz kromatografisi, proteinleri hidrofobik özelliklerine göre saflaştırır. Ters faz 

kromatografisinde sabit faz, mobil faza kıyasla daha hidrofobiktir. Numune 

bileşenleri, kromatografi kolonuna yüklendiklerinde kolona adsorbe olur. Koşullar 

daha sonra değiştirilir, böylece bağlı maddeler farklı olarak ayrılır. Ters faz 

matrislerinin doğası gereği, bağlama genellikle çok güçlüdür. Bağlanma, organik 

çözücüler ve diğer katkı maddelerinin (iyon eşleştirme ajanları) kullanılmasıyla 

düzenlenebilir. Elüsyon genellikle organik çözücü konsantrasyonundaki artışla 

gerçekleştirilir. Asetonitril, metanol, etanol ve propanol en yaygın kullanılan organik 

çözücülerdir. Kullanılan ligandlar; C4, C8 ya da C18 n-alkil hidrokarbonlardır. 

Proteinler, kromotografi kolonuna kuvvetle bağlanma ve denatüre olma eğilimindedir. 

Çoğu zaman kolondan koparılmaları çok zor olabilmektedir. Pek çok protein organik 

çözücüler tarafından denatüre edildiğinden, aktivitenin geri kazanılması ve doğal 

üçüncül yapı genellikle tehlikeye girer. Bu yöntem aktivite ve üçüncül yapı 

önemsenmediği durumlarda, saflık kontrolü analizlerinde yaygın olarak kullanılır (GE 

Healthcare, 2010; Ünlüsayin vd., 2009).  

1.5. Fındık 

Fındık, çalı formunda kendine has bir iklimde yetişen uzun ömürlü bir kültür bitkisidir 

(Başaran, 2015). Fagales takımının Betulaceae familyasının Coryleae alt familyasının, 

Corylus cinsine girmektedir. Ekonomik olarak kültürü yapılan önemli türleri; Corylus 

avellana L. (Adi fındık), Corylus colurna L. (Türk fındığı) ve Corylus maxima Mill. 

(Lambert fındığı) olarak sıralanmaktadır (Ceran, 2018). 
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Japonya’dan başlayarak Çin, Kafkasya, Türkiye, Avrupa ve Kuzey Amerika’ya kadar 

olan Kuzey yarım kürenin ılıman kuşağı bölgesinde yetişmektedir (Sobutay, 2006). 

Antik Çağda fındık meyvesi “pontik” olarak bilinmiştir. Adını Karadeniz’in ismi olan 

"Pont Exinus" teriminden almaktadır. Doğu Karadeniz’den Akdeniz, Ortadoğu ve 

Avrupa ülkelerine yayıldığı düşünülmektedir (Savran, 2014). 

Fındığın anavatanı hakkında birçok tarihçi ve yazarın farklı görüşleri olmasına rağmen 

arkeolojik kazılar ışığında MÖ 10000’li yıllarda fındığın mezolitik diyetlerin bir 

parçası olduğu görülmektedir. Aynı zamanda fındık Çin yazılı kaynaklarında M.Ö. 

2838 yıllarında Tanrı’nın insanlara armağan ettiği beş kutsal meyveden biri olarak 

bildirilmekte ve yetiştiriciliğinin yapıldığı ifade edilmektedir (Savran, 2014). Fındığın 

önemli bir uluslararası ticaret malı olarak satışına ait ilk yazılı kaynak 1403 yılına 

aittir. Türk fındığı, Avrupa ve Amerika pazarlarına 1782 yılından sonra ihraç edilmeye 

başlanmıştır (Tüfekçi, 2018). 

Türkiye’de bazı özellikleri birbirinden farklı olan birçok fındık çeşidi 

yetiştirilmektedir. Bunlar; Tombul, Palaz, Çakıldak, Kara, Fosa, Mincane, Uzunmusa, 

Kan, Kargalak, Cavcava, Sivri, Acı, Kuş, Yuvarlak Badem ve Yassı Badem olarak 

sıralanmaktadır (Özdemir ve Akıncı, 2004). Türk Fındıkları kalitelerine göre ise 

Giresun ve Levant kalite olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Giresun ilinin tamamında 

yetiştirilen “Tombul Fındık” dünyanın en üstün özelliklere sahip fındığı olarak 

bildirilmiştir. Dünyadaki fındık çeşitleri içinde en yüksek oranda zar atan fındıktır 

(Köksal vd., 2006). 

Dünya fındık üretiminin yaklaşık olarak %70’lik payını elinde tutan Türkiye en önemli 

fındık üreticisi ülkedir. Son on yıllık ortalamaya göre 550.000 tonluk fındık üretimi 

gerçekleştirmektedir. Türkiye, 38 tanesi Avrupa kıtasına ait olmak üzere toplamda 112 

farklı ülkeye 2017 yılında fındık ihraç etmiştir. Fındık ihracatımızda en önemli ticari 

ortaklarımız Avrupa Birliği ülkeleri olmaktadır. Almanya başta olmak üzere İtalya, 

Fransa ve Kanada, Türkiye’nin en fazla ihracat yaptığı ülkelerdir (Tablo1.3) (TİM, 

2018). 

Ülkemiz için önemli bir ihraç ürünü olan fındık doğal halde, kavrulup veya 

beyazlatılarak tüketilmektedir. Aynı zamanda fındık ezmesi, un, yağ, kırılmış gibi 

kendi ürünleri mevcuttur. Dünya genelinde çikolata ve şekerleme ürünleri başta olmak 

üzere sütte, pastacılıkta ve fırıncılıkta kullanılmaktadır (Başaran, 2015).  
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Tablo 1.3: Türkiye’nin 2017 fındık ihracatı rakamları (TİM, 2018).   

Ülke  Miktar (kg) Değer ($) 

Almanya 63.542.587 437.635.314 

İtalya  54.434.372 364.598.678 

Fransa 22.859.283 158.843.915 

Kanada 11.380.872 78.728.862 

Polonya 10.215.735 73.789.361 

Hollanda 10.128.313 71.794.111 

İsviçre 10.089.163 71.140.643 

Avusturya 8.886.394 64.468.638 

Belçika 8.673.888 58.972.974 

Çin 7.307.265 55.488.983 

İspanya 5.776.768 39.642.635 

Birleşik Devletler 5.216.062 36.943.425 

Birleşik Krallık 5.044.199 37.921.665 

Avustralya 3.178.747 22.076.601 

Rusya Federasyonu 3.112.064 23.781.855 

Brezilya 2.514.145 15.578.181 

Irak 2.514.145 15.578.181 

Diğerleri 37.749.290 241.384.978 

Toplam 269.623.292 1.868.369.000 

 

Fındık, istenilen tatları oluşturmanın yanı sıra insan beslenmesinde ve sağlığında besin 

ögelerinin çeşitliliği ve zenginliği bakımından önemli bir meyvedir. Ana bileşeni yağ 

olmasına rağmen protein miktarı da oldukça yüksektir. Fındığın 100 gramında % 50-

73 yağ, % 10-12 karbonhidrat, % 10-24 protein, % 2-4 rutubet, % 1-3 selülozik 

bileşikler ve pektin, % 2-3 kül içermektedir. Aynı zamanda 1 kg fındığın 6000-6500 
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kilokalorilik bir enerji değerine sahip olduğu bilinmektedir (Köksal vd., 2006; Garcia 

vd., 1994).   

Köksal vd. (2006) tarafından yapılan bir çalışmada Türk fındık çeşitlerinin bileşimleri 

kapsamlı olarak araştırılmıştır (Tablo 1.4). 

Tablo 1.4: Türkiye’de yetiştirilen farklı fındık çeşitlerine ait nem, yağ, kül, protein 

miktarları (Köksal vd., 2016). 

Çeşit Nem (%) Kül (%) Yağ (%) Protein (%) 

 

Acı 4.09 2.22 63.41 16.63 

Cavcava 5.25 2.72 56.07 20.83 

Çakıldak 4.86 2.60 60.67 19.44 

Foşa 4.46 2.25 59.50 15.75 

İncekara 4.27 2.41 60.75 16.28 

Kalınkara 4.14 1.87 68.52 11.73 

Kan 3.41 2.13 63.05 16.98 

Karafındık 3.49 1.90 67.75 15.58 

Kargalak 4.39 2.37 59.57 15.23 

Kuş 4.41 2.30 61.25 16.80 

Mincane 4.71 2.43 57.95 19.96 

Palaz 4.76 2.61 57.65 18.03 

Sivri 4.78 2.30 63.89 18.73 

Tombul 4.63 2.43 64.60 17.51 

Uzunmusa 4.17 2.34 61.75 16.98 

Yassı Badem 3.56 2.42 63.48 17.86 

Yuvarlak 

Badem 

4.61 2.46 58.35 20.84 
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1.5.1. Fındık proteinleri 

Fındığın protein içeriği, yumurta ve tahıllardan yüksek olduğu, aynı zamanda et ve 

kuru baklagillerin ihtiva ettiği protein miktarı ile karşılaştırılabilir olduğu bildirilmiştir 

(Ceran, 2018). Türk fındık çeşitlerinde dünyadaki diğer fındık çeşitlerine kıyasla daha 

yüksek oranlarda glutamik asit, arginin ve aspartik asit bulunmaktadır (Çiftçi, 2018).  

Fındık proteinin insan vücudu için elzem olan tüm amino asitlerini içerdiği sindirile 

bilirliğinin ise %80-90 arasında değiştiği bildirilmiştir (Özdemir, 1997). 

Fındık, yağı alındıktan sonra geriye kalan posasında yüksek miktarda protein 

içermektedir. Bu proteinler yağ ve su absorpsiyonu, emülsifikasyon, köpürme 

kapasitesi gibi özellikleri sebebiyle gıda proseslerinde önemli bir yere sahiptir (Tatar 

vd. 2013). Aynı zamanda, elde edilen bu proteinlerin ve yapısında bulunan peptitlerin 

biyoaktif özellikleri üzerine çalışmalar yapılmaktadır. Aydemir vd. (2014) tarafından 

yapılan çalışmada, fındık posalarından farklı yöntemlerle ekstrakte edilen (normal 

ekstrakte edilmiş, sıcak ekstrakte edilmiş, asetonla yıkanmış ve kombinasyonları) 

protein konsantrelerinin biyoaktif, fonksiyonel ve yenilebilir film yapma özellikleri 

araştırılmıştır. Bu protein konsantrelerinde antioksidan aktivite (TEAC ve ORAC: 

158-461 mmol Trolox/kg), demir şelasyonu (60.7-126.7 mmol EDTA/kg), 

anjiyotensin dönüştürücü enzim inhibisyonu (IC50: 0.57-1,0 mg/ml) ve kolon kanseri 

hücrelerinde antiproliferatif aktivite (IC50: 3.0- 4,6 mg/ml) görülmüştür. Bu çalışmaya 

göre HPC-AW-H (aseton ile yıkanmış ve sıcak ekstrakte edilmiş) şeklinde 

adlandırılmış protein konsantresi en yüksek biyoaktif etkiler göstermiştir. 

Liu vd. (2018a) tarafından Asya yabani fındık (Corylus heterophylla Fisch.) 

proteinlerinde ACE inhibe edici peptitler araştırılmıştır. Sırasıyla iyon değişim 

kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve ters faz-yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi kullanarak saflaştırılan peptitler, sıvı kromatografisi-elektrosprey 

iyonizasyonu-tandem kütle spektrometresi (LC-ESI-MS/MS) ile tanımlanmıştır. 

Çalışmanın sonuçlarına göre Ala-Val-Lys-Val-Leu, Tyr-Leu-Val-Arg ve Thr-Leu-

Val-Gly-Arg dizilimine sahip yeni ACE inhibe edici peptitler belirlenmiştir. Bu 

peptitlerin IC50 değerleri sırasıyla 73.06, 15.42 ve 249.3 μM olduğu bildirilmiştir. 

Ayrıca Liu vd. (2018b) önceki çalışmasında elde ettiği, C2 şeklinde isimlendirilmiş 

fraksiyondan antioksidan aktivite gösteren altı yeni peptit tanımlanmış ve bu peptitler 

sentetik olarak elde edilerek antioksidan aktiviteleri araştırılmıştır. Bu peptitlerin 

amino asit dizileri Ala-Asp-Gly-Phe (408.16 Da), Ala-Gly-Ggly-Phe (350.16 Da), 
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Ala-Trp-Asp-Pro-Glu (616.25 Da), Asp-Trp-Asp-Pro-lys (659.29 Da), Glu-Thr-Thr-

Leu (462.23 Da) ve Ser-Gly-Ala-Phe (380.17 Da) olarak bildirilmiştir. Bu 6 sentetik 

peptidin tümü antioksidan aktivite göstermiş ve bunlar arasında Ala-Asp-Gly-Phe 

peptiti en yüksek ABTS radikal süpürme aktivitesi ve DPPH radikal süpürme 

yeteneğini sergilemiştir. Bu nedenle, yabani fındık proteini hidrolizatlarından izole 

edilen peptitlerin, gıda ve ilaç endüstrisinde potansiyel antioksidanlar olarak 

kullanılabileceği öne sürülmüştür. 

1.5.2. Çalışmada fındık proteinlerinin hidrolizi amacıyla kullanılan 

enzimler 

Bu çalışmada enzimatik hidroliz amacıyla tripsin, kimotripsin ve termolisin proteazları 

kullanılmıştır. Bu proteazlar hakkında aşağıda kısaca bilgiler verilmiştir.  

 Termolisin (EC 3.4.24.27), Gram (+) Bacillus thermoproteolyticus organizmasından 

izole edilen 34,6 kDa moleküler ağırlığa sahip, termostabil kalsiyum bağlayıcı bir 

çinko endopeptidazıdır. Öncelikli olarak hidrofobik amino asit kalıntılarının N-

terminal tarafındaki protein bağlarını hidrolize eder (Rawlings ve Barrett, 1995).  

Tripsin (EC 3.4.21.4), serin proteazların endopeptidaz bir üyesidir. Molekül ağırlığı 

yaklaşık olarak 23.8 kDa ve 223 amino asit kalıntısından oluşan tek zincirli bir 

polipeptitten oluşur. Tripsin, lizin ve arginin amino asit kalıntılarının C-terminal 

tarafındaki peptitleri parçalar (Walsh,1970; Keil, 1971). Ayrılma bölgesinin her iki 

tarafında asidik bir kalıntı varsa, hidroliz oranı daha yavaştır ve ayrılma bölgesinin 

karboksil tarafında bir prolin kalıntısı varsa ayrılma olmaz (Yaron vd., 1993; Keil, 

1971).  

Kimotripsin (EC 3.4.21.1) de serin proteazların endopeptidaz bir üyesidir. Molekül 

ağırlığı yaklaşık olarak 25 kDa olup 241 amino asit kalıntısı içermektedir (Matthews 

vd. 1967; Burrell, 1993). Peptit bağlarını fenilalanin, tirozin, triptofan ve lösin 

kalıntılarından sonraki karboksil gruplarından parçalar. Ayrıca metiyonin, izolösin, 

serin, treonin, valin, histidin, glisin ve alaninin amino asit kalıntılarının olduğu C-

terminal tarafında da parçalanmalar meydana geldiği bildirilmiştir (Burrell, 1993) 

 

 

 

https://web.expasy.org/peptide_cutter/peptidecutter_references.html#Keil1992
https://web.expasy.org/peptide_cutter/peptidecutter_references.html#Keil1992


22

 

 

Literatürde fındık proteinlerinin ve peptitlerinin biyoaktif özellikleri üzerine çok fazla 

çalışma bulunmamaktadır. Buna ek olarak, literatürde düzenli olarak fındık ve 

bileşenlerinin alerjik özelliklerine vurgu yapıldığı bilinmektedir. Bu iddiaların bilimsel 

temeli olmakla birlikte doğru teknolojik uygulamalarla hem insan sağlığına olumlu 

etkileri bulunan hem de alerjik özellikleri baskılanmış fındık bileşenleri üretilebileceği 

düşüncesini taşımaktayız. Aynı zamanda enzimatik parçalanmanın alerji giderici 

potansiyeli de bulunabilmektedir (Yu vd., 2011). Bu çalışmada ülkemiz ekonomisinde 

oldukça önemli bir yeri olan Giresun tombul fındığına ait soğuk pres posalarında farklı 

enzim ve modern fraksiyonlama teknikleri kullanılarak antihipertansif, antidiyabetik 

ve antioksidatif etkileri bulunan biyoaktif peptitlerin üretilmesi hedeflenmiştir.  
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İKİNCİ BÖLÜM 

MATERYAL VE METOT 

2.1. Materyaller 

Antihipertansif, antidiyabetik ve antioksidatif peptitler elde etme amacıyla yapılan bu 

çalışmada endüstriyel yağlı fındıkların soğuk pres posaları hammadde olarak 

kullanılmıştır. Giresun tombul fındığı (Corylus avellana L.) posası Oneva (Neva Gıda 

Ltd., İstanbul, Türkiye) tarafından temin edilmiştir. 

Çalışmada kullanılan enzim ve kimyasallar; Kaptopril (PHR1307-1g), ACE (A6778-

1 un), N-Hippuryl-His-Leu (H1635-1g), termolisin (P1512-100mg), tripsin (T4799-

100g), kimotripsin (C4129-1g), DPP-IV (D4943-1vl), Diprotin-A (I9759-25mg), Gly-

Pro-pNA (G0513-100mg), Tris (GE17-1321-01), sodyum kazeinat (C8654-1kg), 

2,4,6-trinitrobenzensülfonik asit solüsyonu (TNBS) (P2297-10ml), borik asit (B6768-

1kg), trifloroasetik asit (T6508-25ml) ve diğer kimyasallar Sigma Chemical Corp. (St 

Louis, MO, ABD) dan temin edilmiştir. 

2.2. Metot 

2.2.1. Bitkisel posalardan protein konsantrelerinin üretilmesi 

Protein konsantrelerinin üretimi için Boye vd. (2010) tarafından bildirilen alkali 

ekstraksiyonu-izoelektrik çöktürme (AE-İÇ) yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemde 

yağı alınmış fındık küspeleri su ile karıştırılarak (1:15, ağırlık/hacim) dispers hale 

getirilmiştir. Ortamın pH değeri 1 N NaOH çözeltisi kullanılarak pH 9,5’a sabitlenmiş 

ve dispersiyon, oda sıcaklığında manyetik karıştırıcı ile 500 rpm’de 1 saat 

karıştırılmıştır. Ardından dispersiyonlar, yüksek hızlı santrifüj CR22 N (Hitachi Koki 

Co., Ltd., Tokyo, Japonya) kullanılarak 10000xg’de 30 dakika boyunca santrifüj 

edilmiştir (20°C). Çözünmüş proteinleri içeren sıvı faz toplanarak ortamın pH değeri 

1 N HCl ile pH 4,5 değerine indirilmiştir. Böylelikle proteinlerin izoelektrik çökelmesi 

teşvik edilmiştir. Çökelen proteinleri ayırmak için aynı koşullarda tekrar sanrifüj 

işlemi gerçekleştirilmiştir. Çökelen protein konsantreleri toplanarak liyofilizasyon 

işlemine kadar -20°C’de saklanmıştır.  

2.2.2. Protein konsantrelerinin proteolitik hidrolizi 

Fındık proteini hidrolizatlarının üretimi için tripsin, kimotripsin ve termolisin 

proteazları kullanılmıştır. Dispersiyon %1 fındık protein konsantreleri kullanılarak 
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100 mM Tris-HCl pH:8 tamponunda hazırlanmıştır. Protein dispersiyonlarına, tripsin 

ve kimotripsin için 1:100, termolisin için 1:50 (enzim: substrat) oranda proteazlar 

eklenmiştir. Enzimatik proses uygun bir karıştırıcılı termomikser kullanılarak 37°C 

1000 rpm’de üzerinden 1 gece geçecek biçimde (18 saat) sürdürülmüştür. Bu süreci 

takiben enzim inhibisyonu için çözeltiler 95°C’ye ısıtılıp bu sıcaklıkta 5 dakika 

tutulmuştur. Sonrasında numuneler buz banyosuna alınarak hızlıca soğutulmuştur. 

Termolisin enziminin inhibisyonu için ayrıca final konsantrasyonu %0,5 olacak 

şekilde formik asit çözeltisi (%10) eklenmiştir. Çözünmeyen parçacıklar santrifüj 

yoluyla (30 dakika, 5000xg) ayırılmıştır. Son olarak, numuneler 0.45 μm PVDF 

şırınga filtreden geçirilmiştir (Gülseren & Corredig, 2013). 

Demir şelasyon aktivitesi testi için tampon çözelti kullanılmadan proteinler saf su 

içinde hazırlanmış ve 1 M NaOH kullanılarak suyun pH değeri, pH 8’e ayarlanmıştır. 

Sonraki işlemler yukarıda anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmiştir.  

2.2.3. TNBS yöntemi ile hidroliz derecesinin belirlenmesi  

Trinitrobenzen sülfonik asit (TNBS) yöntemi, gıda proteini hidrolizatlarının 

hidroliz derecesini belirlemek için doğru, tekrarlanabilir ve genel olarak uygulanabilir 

olması sebebiyle yaygın olarak tercih edilmektedir. TNBS ile pirimer amino 

gruplarının arasındaki reaksiyon sonucu ortaya çıkan kromofor’un spektrofotometrik 

ölçümüne dayalı bir yöntemdir. Reaksiyon sonucu oluşan kromofor açık sarı bir renk 

oluşturur ve bu rengin absorbans veya optik yoğunluğu çözeltide bulunan serbest 

amino asit konsantrasyonu ile doğru orantılıdır (Adler-Nissen,1979). 

TNBS yöntemi Adler-Nissen (1979) tarafından tarif edilen prosedüre uygun olarak 

gerçekleştirilmiştir. Bir gece geçecek biçimde (18 saat) inkübe edilen %1 oranında 

protein içeren hidrolizat örnekleri, enzim inaktive edildikten ve santrifüjlendikten 

sonra, %1’lik SDS ile seyreltilmiştir. Daha sonra 0.25 mL’lik örnekler aliminyum 

folyo ile sarılmış deney tüplerine alınarak üzerlerine 2 mL 0.2125 M sodyum fosfat 

tampon (pH 8.2) ve 2 mL %0,1’lik TNBS ilave edilerek su banyosunda 50°C sıcaklıkta 

1 saat boyunca inkübe edilmiştir. Süre sonunda reaksiyonu durdurmak için deney 

tüplerine 4 mL 0.1 N HCl ilave edilmiştir. Örneklerin absorbans değerleri Shimadzu 

UV-1280 model UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu, Milton Keynes, İngiltere) 

cihazı kullanılarak 340 nm’de kontrol çözeltisine karşı okunmuştur. Kontrol çözeltisi 

için 0.25 mL %1’lik SDS ve standart çözeltisi için 1.5 mM L-lösin kullanılmıştır. 
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Ayrıca referans örnek olarak sodyum kazeinat (C8654, Sigma-Aldrich Corp.) 

kullanılmıştır. Sodyum kazeinat, protein numuneleri ile benzer koşullarda triptik 

hidrolize tabi tutulmuştur. Örneklerin lösin amino eşdeğeri aşağıdaki formül 

kullanılarak hesaplanmıştır. 

lösin NH2(meqv/g)  =

Absörnek−Abskonrol
Absstandart−Abskontrol

×S×Cstandart

X×P
                                    (2.1) 

Abs: Absorbans değerleri (340 nm)  

Cstandart: Standart olarak kullanılan lösin konsantrasyonu (meqv/L)  

S: Seyreltme faktörü 

X: Örnek miktarı (g)  

P: Örnekteki % protein miktarı  

Örneklerin hidroliz derecelerinin hesaplanmasında aşağıdaki eşitlikler kullanılmıştır. 

%DH =
h

htot
× 100                                                                                                    (2.2) 

h=(lösin NH2 − b)/a meqv/g protein                                                                   (2.3) 

DH: Hidroliz derecesi 

h: Parçalanan peptit bağları(meqv/g protein) 

htot: Toplam peptit bağları (meqv/g protein) 

Örnekler için a, b ve htot sabitlerinin değeri Nielsen vd. (2001) tarafından bildirilen 

ortalama değerler kullanılmıştır. Çoğu protein için, amino asitlerin ortalama moleküler 

ağırlığı, yaklaşık 125 g/mol'dür ve kg protein başına htot eşdeğeri yaklaşık 8 gramdır. 

Hammadde incelenmediğinde, a ve b'nin sırasıyla 1.00 ve 0.40 olduğu tahmin edilir 

(Nielsen vd. 2001). 

2.2.4. Peptitlerin fraksiyonlara ayrılması 

Hidroliz edilen fındık proteinleri AKTA- Pure 25-L1 FPLC kromatografi sistemi (GE 

Healthcare, Buckinghamshire, İngiltere) kullanılarak fraksiyonlanmıştır. 

Fraksiyonlama işlemi için HiTrap Capto Q (GE Healthcare, Buckinghamshire, 

İngiltere) anyon değişimi kolonu ile yürütülmüştür. Bu hazır kolonda boyut 

farklılığının fraksiyonlamaya etkisinin olup olmadığını incelemek amacıyla 1 ml ve 5 

ml yatak hacimli iki farklı boyut denenmiştir. Kolon hacminde akış hızı (1 CV/dk) 
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verilerek yine kolon hacmi kadar hidrolizat örnekleri kolona enjekte edilmiştir. Kolona 

bağlanmayan bileşiklerin uzaklaştırılması için 5 kolon hacminde (CV) tuz içermeyen 

20 mM Tris-HCl (pH:8.3) tamponu ile kolon yıkanmıştır. Yıkama sırasında kolondan 

uzaklaştırılan bileşikler aktivite testlerinde kullanılmak üzere toplanmıştır. Kolona 

bağlı bileşiklerin elüsyon işlemi için ise tuzlu 20 mM Tris-HCl (0,6 M NaCl, pH 8.3) 

tamponu kullanılmıştır. Elüsyon işlemi 32 CV boyunca 0,6 M NaCl konsantrasyonuna 

kadar tuz konsantrasyonu lineer bir şekilde artırılarak gerçekleştirilmiştir. Elüsyon 

işlemi boyunca 2 CV aralıklarla fraksiyonlama yapılarak kolondan koparılan bileşikler 

deney tüplerine toplanmıştır. Tüm aşamalarda 280 nm dalga boyunda UV dedektör ve 

iletkenlik değerleri takip edilmiştir. Toplanan tüm fraksiyonlar aktivite testlerinde 

kullanılmak üzere -20°C de kısa süreli depolanmıştır. DPP-IV önleyici aktivite testi 

için ayrı olarak 100 mM Tris-HCl pH:8 tamponunda aynı şekilde fraksiyonlama işlemi 

yapılmıştır. 

2.2.5. ACE-önleyici aktivite testleri 

Peptitlerin in vitro ACE-önleyici aktiviteleri, hippurik asit oluşumu ile belirlenebilir. 

Bu yöntemde, Hippuril-His-Leu (HHL) bileşiği substrat olarak kullanılmakta ve ACE 

aktivitesi ile bu kompleks, hippurik asit (HA) ile His-Leu dipeptidine 

ayrıştırılmaktadır (Sinha vd.2007).  

Bu çalışmada, ODS-3 C18 kolonu kullanılarak Sheih vd. (2009) tarafından tarif edilen 

yöntem uygun değişikliklerle kullanılmıştır. ACE aktivitesi testi HPLC sistemi 

(Shimadzu Corporation, Tokyo, Japonya) kullanılarak gerçekleştirildi. HPLC sistemi; 

sıvı kromatografi LC-20AD solvent dağıtıcı modülü, SIL-20A HT oto örnekleyici, 

DGU-20A5R degazer, SPD-20A UV-VİS dedektör ve CTO-10AS VP kolon 

fırınından oluşturulmuştur. ACE aktivite gösterebilmesi için final konsantrasyonunda 

yaklaşık 300 mM NaCl içermesi gerekli görülmüştür. Bu nedenle önceden 20 mM 

Tris-HCl tamponunda saflaştırılan peptit fraksiyonlarının tuz konsantrasyonları 

yaklaşık olarak 0.6 M NaCl içerecek şekilde ayarlanmıştır. Sodyum borat (0.1 M 

pH:8.3) tamponunda hazırlanan 1.68 mU 250 µl ACE ile 250 µl peptit fraksiyonu 

karıştırılarak 5 dakika 37°C 500 rpm’de termomikser içerisinde ön inkübasyon 

yapılmıştır. Bu işlemi takiben 3.94 mM HHL (15 µl) karışıma eklenerek tepkime 1 

saat sürdürülmüştür. Süre bitiminde, 1 M HCl (500 µl) karışıma eklenerek tepkime 

durdurulmuştur. Bu karışımdan 10 µl doğrudan kolona enjekte edilerek ACE 

inhibisyonu 228 nm’de takip edilmiştir. Mobil faz olarak % 50 metanolde hazırlanmış 
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% 0,1 TFA kullanılmıştır. İsokratik akış hızı, 0.6 ml/dakika olarak kullanılmıştır. 

Kontrol olarak 20 mM Tris-HCl + 0,6M NaCl tamponu kullanılmıştır. Referans 

inhibitör olarak kaptopril inhibitöründen yararlanılmıştır. Kaptopril, Tris-HCl+0,6M 

NaCl tamponunda çözdürülerek final konsantrasyonunda 0,05 µM içerecek şekilde 

hazırlanmıştır. Kontrol değerinde HHL’nin ACE varlığında %100 HA’ya dönüştüğü 

varsayılmıştır ve hesaplamalar bu varsayıma göre yapılmıştır. HA’daki azalmanın 

araştırıldığı fraksiyon örnekleri, kontrol örneği ile kıyaslanarak % inhibisyon değerleri 

belirlenmiştir.  

2.2.6. DPP-IV önleyici aktivite testleri 

Peptit fraksiyonlarının DPP-IV önleyici aktivitelerini belirlemek için Nongonierma 

vd. (2018) tarafından bildirilen yöntem modifiye edilerek kullanılmıştır. Fraksiyon 

örneklerinden ve substrattan (0.2 mM Gly-Pro-pNA) 25 µl Eppendorf tüpü içerisine 

alınarak karıştırılmıştır. Bu karışım 37°C’de termomikser içerisinde 10 dakika süreyle 

ön inkübasyona bırakılmıştır. Bu süre sonunda DPP-IV (0,01 ünite/ml) enziminden 50 

µl karışıma eklenerek reaksiyon başlatılmıştır. Tepkime 1 saat sürdürülmüş ve süre 

sonunda substrattan salınan pNA miktarı Shimadzu® BioSpec NanoDrop 

spektrofotometresi (Shimadzu, ABD) kullanılarak 405 nm dalga boyunda ölçülmüştür. 

Referans inhibitör olarak Diprotin A’dan (8 μM) yararlanılmıştır. Bütün reaktifler 100 

mM Tris-HCl pH:8 tampon çözeltisinde hazırlanmıştır. Negatif kontrol benzer bir 

biçimde sadece substrat ve tampon çözelti ile hazırlanmıştır. Örneklerin % inhibisyon 

değerleri, negatif kontrol örneği ile karşılaştırılarak aşağıdaki eşitliğe göre 

hesaplanmıştır. 

 

%DPP-IV inhibisyon aktivitesi 
Abskontrol−Absörnek

Abskontrol
× 100                                       (2.4) 

 

2.2.7. Demir şelasyon aktivitesi testi 

Fe2+ (demir-II) iyonlarını bağlamak için, demir iyonlarının indikatörü olan ferrozin 

reaktifi ile ortamda bulunan metal bağlayıcı bileşiklerin yarışması beklenir. Metal 

bağlayıcı bileşiklerin şelatlama aktivitesine bağlı olarak magenta renkli Fe2+-ferrozin 

kompleksinin oluşumu engellenir. Bu yöntem bileşiklerin demir iyonlarını bağlayarak 

engellemesi ve 562 nm'de maksimum absorbans veren magenta rengin ve absorbans 
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değerinin giderek azalması esasına dayanmaktadır. Düşük absorbans değeri, ilgili 

bileşiğin yüksek demir iyonu bağlama aktivitesine işaret etmektedir (Acay, 2018). 

Bu çalışmada protein hidrolizatlarının Fe2+ iyonlarını şelatlama kapasitesi Dinis vd. 

(1994) yöntemine uygun olarak belirlenmiştir. Tampon çözeltilerin analiz sonuçlarını 

engellemesi sebebiyle bu test için tampon çözelti kullanılmadan proteinler hidroliz 

edilmiş ve fraksiyonlama işlemi yapılmadan doğrudan hidrolizat örnekleri 

kullanılmıştır.  

Tripsin, kimotripsin ve termolisin enzimleri ile önceki bölümlerde hazırlanışı tarif 

edilen (bkz. Bölüm 2.2.2) 0,5 ml hidrolizat örneği, 1,6 ml deiyonize su ve 0,05 ml 2 

mM FeCl2 ile karıştırılmıştır. 30 saniye sonra bu karışıma 0,1 ml 5 mM ferrozin 

eklenmiştir. Oda sıcaklığında 10 dakika inkübasyonun ardından numunelerin 

absorbansları 563 nm’de UV- 1280 UV- Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) 

ile ölçülmüştür. Kontrol örneği için 2,1 ml deiyonize su kullanılmıştır. Bu testte, 

EDTA pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Numunelerin % şelatlama kapasitesi 

aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

% Şelatlama Aktivitesi 
Abskontrol−Absörnek

Abskontrol
× 100                                                    (2.5) 

 

2.2.8. Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi 

Hidroksil radikali düşük pH değerlerinde tiyobarbitürik asit (TBA) ile ısıtıldıktan 

sonra pembe bir kromojen veren ürünler oluşturmak üzere deoksiriboza saldırır. 

Eklenen hidroksil radikal tutucu bileşikler üretilen hidroksil radikalleri için 

deoksiriboz ile rekabet eder ve kromojen oluşumunu azaltır (Halliwell vd.1987). 

Ancak pek çok antioksidan aynı zamanda metal şelatlayıcı olduğu için Fe2+’nin 

aktivitesini değiştirebilir. Bu yüzden değerlendirilen antioksidanın iyi bir metal 

şelatlayıcı mı ya da hidroksil radikali giderici mi olduğunun kesin anlaşılamaması 

metodun dezavantajıdır (Becker vd., 2004). 

Bu çalışma Halliwell vd. (1987) tarafından gerçekleştirilen yönteme uygun olarak 

yapılmıştır.0.1 ml 10 mM FeSO4, 0.1 ml 10 mM EDTA, 0.5 ml 10 mM α-deoksiriboz, 

0.9 ml sodyum fosfat tampon çözeltisi (pH 7.4), 0,2 ml peptit çözeltisi karıştırılmıştır. 

Bu karışıma 0,2 ml 10 mM H2O2 eklenerek 37°C’de numuneler 1 saat boyunca inkübe 
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edilmiştir. Bu işlemin hemen ardından 1 ml %2,8 TCA ve 1 ml %1 TBA numune 

tüplerine katılarak tüpler 15 dakika boyunca kaynayan bir su banyosunda tutulmuştur. 

Numune sıcaklığı oda sıcaklığına inince absorbans değerleri 532 nm’de UV- 1280 

UV- Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) ile ölçülmüştür. Kontrol örneği 

olarak peptit çözeltisi yerine tampon çözelti kullanılmıştır. BHT (0,03 mg/ml), bu 

deneyde pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Numunelerin % Hidroksil radikali tutma 

kapasitesi aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır. 

  

% OH Radikali Tutma Aktivitesi 
Abskontrol−Absörnek

Abskontrol
× 100                                     (2.6) 

 

2.2.9. Superoksit anyon tutma aktivitesi testi 

Pirogallol sulu çözeltide hızla otoksidize olan bir bileşiktir. Çözeltide ilk önce 400-

425 nm arasında maksimum absorbans gösteren sarı-kahverengi renk oluşmaktadır. 

Birkaç dakika sonra renk yeşile dönmeye başlar ve son olarak, birkaç saat sonra sarı 

bir renk görünür. Absorbans değerindeki artış ile oksijen tüketimi arasında sabit bir 

ilişki bulunmaktadır. Eğer reaksiyon ortamında süperoksit radikali giderme aktivitesi 

olan bileşikler varsa, düşük absorbans değerleri elde edilir (Marklund ve 

Marklund,1974).  

Bu çalışmada Marklund ve Marklund (1974) tarfından gerçekleştirilen yöntem uygun 

değişikliklerle uygulanmıştır. Tris-HCl tampon çözeltisi (20 mM, pH 8.3) içinde 

fraksiyonlanan 2 ml peptit çözeltileri 40 μL 10 mM HCl’de hazırlanmış 45 mM 

pirogallol ile karıştırılmıştır. Karıştırma işlemini takiben oda sıcaklığında 5 dakika 

beklenmiş ve süre sonunda karışımın absorbansı 420 nm’de UV- 1280 

UV- Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) ile ölçülmüştür. Kontrol örneğinde 

peptit çözeltisi yerine Tris-HCl tampon çözeltisi kullanılarak hazırlanmıştır. BHT 

(0,03 mg/ml) pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Numunelerin % anyon tutma 

kapasitesi aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

% Superoksit  Tutma Aktivitesi 
Abskontrol−Absörnek

Abskontrol
× 100                                       (2.7) 
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2.2.10. Peptitlerin tanımlanması 

MS analizleri, Acıbadem Üniversitesi Labmed'de gerçekleştirildi (hizmet alımı) ve 

TÜBİTAK 1001 Programı'ndan (proje no:217O063) sağlanan destek ile finanse edildi. 

a) Örnek hazırlığı ve LC-MS/MS analizi 

Farklı enzimler ile (tripsin, kimotripsin, termolisin) ile muame edilmiş örnekler, önce 

10 mM DTT ile 55°C’de 10 dk inkübe edilerek peptitler redükte edildi. Ardından peptit 

karışımı oda sıcaklığında, karanlık bir ortamda 20 mM Iodoacetamide (IAA) ile alkile 

edildi. Örnekler 30 kDa filtrelerden geçirildi. Örnekler üzerinde peptit konsanstrasyon 

tayini yapıldı ve örnekler enjeksiyon başına 1 ug olacak şekilde LC-MS/MS analizi 

için viyallere alındı.  

b) LC-MS/MS analizi 

Analiz öncesi, analizlerin gerçekleştirildiği Xevo G2-XS QTof (Waters) cihazına özgü 

olan MassLynx programı aracılığı ile dedektör ve kalibrasyon ayarları yapılmıştır. 

Metot SONAR ve sensitivite moduna getirilerek, oluşturulan triptik peptitler 

hidrofobikliklerine göre HSS T3 kolonunda asetonitril gradienti ile fraksiyonlanmıştır. 

Asetonitril %5-35 aralığında arttırılarak peptitlerin kolondan ayrılması sağlandı ve 

elektrospray iyonlaşması sonucu kütle spektrometresinde analiz edilmiştir. Analiz 

esnasında, m/z 50-1950 aralığında tanımlanabilecek peptitler için veri toplanmıştır. 

0,7sn kadar MS analizi gerçekleştirildi ve peptidin bütünü hakkında bilgi toplanmıştır. 

Ardından 0,7sn kadar MS/MS analizi yapılıp peptidin parçalanması ve sekans 

bilgisinin elde edilmesi sağlanmıştır. Protein tanımlamaları yapılırken her bir örnek 

için uygun protein databankları kullanılmıştır.  

c) Veri analizi 

ProteinLynx Global Server (PLGS 3.0) yazılımı kullanarak peptit ve protein 

tanımlamaları yapılmıştır. Her örnek türü için uygun databank kullanılarak analiz 

edilmiştir. ‘False positive rate’ %1 olarak ayarlanmıştır. PLGS için seçilmiş 

parametreler aşağıda sıralanmıştır; 

Peptit toleransı fe fragment toleransı: Otomatik 

Her peptit için minimum fragment iyon eşleşmesi: 2 

Her protein için minimum iyon eşleşmesi: 5 

Her protein için minimum peptit eşleşmesi: 1 
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Maksimum protein kütlesi: 250000 

Primer enzim: Tripsin, kimotripsin, termolisin 

Missed cleavages:1 

Fixed modification: Carbamidomethyl C 

Variable modifications: Acetyl N-TERM, Deamidation N, Q, Oxidation M,  

Lock Mass for Charge 1: 785.8426 Da/e 

Lock Mass Window: 0.25 Da 

Low energy threshold: 60 counts 

High energy threshold: 10 counts 

 

2.2.11. ACE ve DPP-IV aktif fraksiyonların özelliklerinin 

değerlendirilmesi 

 LC-MS/MS analizi sonucunda ilgili veri tabanları ile karşılaştırmalar yapılarak 

numunelerde bulunan peptitlerin dizilimleri (sekansları), moleküler ağırlıkları ve 

muhtemel olarak hangi fındık proteininden koptukları belirlenmiştir. Buna ek olarak, 

literatürde tarif edilen bir dizi in silico analiz tekniği kullanılarak peptitlerin 

fizikokimyasal özelliklerinin ve biyoaktif karakteristiklerinin belirlenmesi işlemleri 

yapılmıştır. Buna göre, analizde kullanılan in silico yöntemler şöyle sıralanabilir:  

o Uygun tekniklerle dizilimleri belirlenen peptitlerin fizikokimyasal özellikleri 

ve biyoaktif özelliklerinin değerlendirilmesi literatürde bulunan in silico 

yöntemler kullanılarak yürütülmüştür.  

o Öncelikle peptitlerin izoelektrik noktası ve toksisite parametreleri Gupta vd. 

(2013) çalışmasına uygun olarak belirlenmiştir.  

o Peptit dizilimlerinin biyoaktif olma ihtimali, biyoaktivite çeşidinden bağımsız 

olarak Mooney vd. (2012) çalışmasına uygun olarak hesap edilmiştir.  

o Aktif fraksiyonların ilgili aktiviteyi spesifik olarak ortaya çıkarma potansiyeli 

ve ilgili inhibisyon parametreleri Minkiewicz vd. (2008) çalışmasına uygun 

olarak belirlenmiştir.  

o Son olarak, biyoaktivitenin gözlendiği ve in silico bulgularla bu gözlemlerin 

desteklendiği durumlarda, ilgili peptitlerin ve inhibe ettikleri enzimlerin 

arasındaki etkileşimler Trabuco vd. (2012) tarafından öngörüldüğü biçimde 

belirlenmiş ve ilgili çizimler hazırlanmıştır.  
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ÜÇÜNCÜ BÖLÜM 

BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

Fındık proteinlerinde antihipertansif, antidiyabetik ve antioksidatif peptitler 

belirlemek amacıyla Türkiye TÜBİTAK 1001 Programı 217O063 numaralı proje 

kapsamında yürütülen bu çalışmada elde edilen sonuçlar aşağıda verilmiştir. 

3.1. Hidroliz derecesi 

Farklı enzimlerle 18 saat muamele edilen fındık proteinlerinin hidroliz derecesi Adler-

Nissen (1979) tarafından tarif edilen Trinitrobenzen sülfonik asit (TNBS) yöntemi 

kullanılarak belirlenmiş ve elde edilen sonuçlar Şekil 3.1 de gösterilmiştir. Referans 

örnek olarak sodyum kazeinat kullanılmıştır. 

 

Şekil 3.1: TNBS yöntemiyle belirlenen, çeşitli proteazlar tarafından hidrolize edilmiş 

fındık posası proteinlerinin hidroliz derecesi. Tripsinolizde referans örnek olarak 

sodyum kazeinat kullanılmıştır.  

Bu araştırmada elde edilen %1 konsantrasyondaki tripsin, kimotripsin ve termolisin 

hidrolizatları sırasıyla %26,43±1.7, % 21,8±3.1, % 50,4±1.5 hidroliz derecesine 

sahiptir. Referans örnek sodyum kazeinatın hidroliz derecesi %49±3,3 bulunmuştur ve 

Nielsen vd. (2001) tarafından belirtilen %42-%62 değerler aralığındadır. Tripsin, 

kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarının değerleri karşılaştırıldığında termolisin 

enziminin diğerlerine kıyasla fındık proteinlerini belirgin ölçüde daha fazla hidroliz 

ettiği görülmektedir. Bu durum termolisin enziminin yüksek bir aktiviteye sahip 
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olmasıyla da açıklanabilir (Gülseren, 2018). Mevcut değerlere göre tripsin enzimi 

fındık proteinini parçalamada sodyum kazeinata göre daha düşük aktivite göstermiştir. 

Ancak bu durum kısmen TNBS yönteminin sadece serbest amino gruplarının miktarını 

vermesinden kaynaklanabileceği de bildirilmiştir (Polychroniadou, 1988). 

 

3.2. Peptit numunelerinin anyon değişimi yöntemi ile fraksiyonlanması 

Hidroliz edilen fındık proteinleri AKTA- Pure 25-L1 FPLC kromatografi sistemi (GE 

Healthcare, Buckinghamshire, İngiltere) kullanılarak fraksiyonlanmıştır. 

Fraksiyonlama işlemi için iyon değişimine dayalı kolonlar (HiTrap DEAE FF, Capto-

Q, Capto DEAE, Capto-S) ve hidrofobik etkileşim kolonlarında (HiTrap Phenyl FF, 

HiTrap Butyl-S FF, HiTrap Octyl FF) ön denemeler yapılmıştır. Fındık örnekleri için 

anyon değişimine dayalı kolonlarda bağlanma oranının yüksek, elüsyon işleminin 

kolay olması ve elde edilen fraksiyonların aktivite testlerinde ön işlem gerektirmemesi 

sebebiyle fraksiyonlama işlemi için HiTrap Capto Q (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, İngiltere) anyon değişimi kolonu ile yürütülmüştür. Bu hazır 

kolonda boyut farklılığın fraksiyonlamaya etkisinin olup olmadığını incelemek 

amacıyla 1 ml ve 5 ml yatak hacimli iki farklı kolon boyutu denenmiştir.  

Tripsin, kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarından peptitlerin fraksiyonlanması için 

elüsyon işlemi 20 mM Tris-HCl (pH 8.3) tamponu kullanılarak 32 CV boyunca 0,6 M 

NaCl konsantrasyonuna kadar tuz konsantrasyonu lineer bir şekilde artırılmış ve 

ayrım, 280 nm UV dalga boyunda takip edilmiştir (Şekil 3.2). DPP-IV önleyici aktivite 

testi için ayrı olarak 5 ml yatak hacimli kolonda 100 mM Tris-HCl pH:8 tamponu 

kullanılarak aynı şekilde fraksiyonlama işlemi yapılmıştır (Şekil 3.3). Enzimatik 

hidroliz süreçlerinde elde edilen numuneler, Şekil 3.2 ve Şekil 3.3 de gösterildiği gibi 

ayrımlara tabi tutularak 2 kolon hacminde (CV) fraksiyonlar deney tüplerine 

alınmıştır. Kolona bağlanmayan peptitler deneyin başında ayrı bir tüpe toplanmıştır ve 

bu tüpler “out” fraksiyonu olarak isimlendirilmiştir. Her bir hidrolizat örneğinden 17 

fraksiyon alınmıştır. Fraksiyonlar alınma sıralarına göre numaralandırılmış ve 

kullanılan enzime göre harflendirilmiştir (tripsin:T, kimotripsin:C, termolisin:E). 

Örneğin kimotripsin hidrolizatının 3. fraksiyonu için C3 adı verilmiştir. Alınan peptit 

fraksiyonları aktivite testlerinde kullanılmak üzere -20°C de kısa süreli depolanmıştır.  
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İyon değişim kromatografisi, proteinlerin yük türünü (katyonik veya anyonik) ve yük 

gücünü (güçlü veya zayıf anyonik-katyonik) temel alarak ayrım sağlamaktadır. İyon 

değişim kromatografisinde yüklü bileşikler ile reçineler arasındaki etkileşim iyonik 

bileşiğin boyutu, polarizasyon derecesi, yüzeyindeki yükü, reçinenin yapısı, çapraz 

bağlanma derecesi, iyon değişim kapasitesi, mobil fazın yapısı ve konsantrasyonu gibi 

özelliklerden etkilenmektedir (Pohl vd. 1997). Buna ek olarak kolon boyutunun da 

fraksiyonlamaya etkisi olduğu düşünülmektedir. Aynı tip kolonun farklı iki boyutunda 

aynı şekilde yapılan fraksiyon çalışmalarında Şekil 3.2’de görüldüğü üzere 

benzerliklerin yanı sıra farklılıklar da meydana gelmiştir. Özellikle 5 ml yatak hacimli 

Capto-Q kolonunda yapılan çalışmada tüm hidrolizat örneklerinde elüsyon işlemi 1 ml 

yatak hacimli kolona göre daha hızlı bir ayrım sağlamıştır. Buna bağlı olarak 

fraksiyonlanan örneklerin içerdiği bileşik çeşidi ve miktarlarında da farklılıklar olması 

beklenmektedir. Elde edilen şekillerin her birinin aynı kolon ile yapılan ayrımlarda 

dahi belirgin ölçüde farklılık arz etmesi, farklı enzimlerin yine belirgin ölçüde farklı 

parçalanmalara sebebiyet vermesi anlamına gelmektedir.  Buna bağlı olarak, elde 

edilen fraksiyonların da kompozisyonlarının farklı olması ve farklı düzeylerde 

biyoaktivite göstermeleri mümkün olacaktır. 
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.  

3.3. ACE-önleyici aktivite  

Bu çalışmada fındık proteinlerinin antihipertansif özelliğini belirlemek amacıyla 

yapılan ACE-önleyici aktivite testi için Capto-Q 1 ml ve 5 ml kolon hacmine sahip iki 

kolondan da elde edilen fraksiyonlar, karşılaştırma amacıyla kullanılmıştır. İyon 

değişimi kromatografisi yöntemine uygun olarak hazırlanan hidrolizat fraksisyonları, 

her 3 enzim için ayrı ayrı hazırlanarak ACE-önleyici aktivite testlerinde 

değerlendirilmiştir (Şekil 3.4). Çalışmada uygun bir HPLC yöntemi ile ACE 

inhibisyon aktivitesi ölçümü yapılmıştır. Substrat olarak kullanılan Hippuril-His-Leu 

(HHL) bileşiğinin ACE etkisiyle parçalanması ile açığa çıkan hippürik asit (HA) 

konsantrasyon değerleri dikkate alınarak hesaplama yapılmıştır (Şekil 3.4A). İnhibitör 

içermeyen kontrol örneğinin maksimum HA konsantrasyon değerine sahip olduğu 

varsayılmıştır. Fraksiyon örneklerinin HA konsantrasyon değerleri kontrol örneği ile 

karşılaştırılarak örneklerin %ACE inhibisyon etkisi belirlenmiştir (Şekil 3.4B). 

İnhibisyon gösteren fraksiyon örneklerinin % ACE inhibisyon değerleri Şekil 3.5 

üzerinde sunulmuştur. 

 

  

Şekil 3.4: ACE testi HPLC kromotogramı (A) HA ve HHL bileşiklerine ait alıkonma 

kromotogramı, (B) HA molekülünün miktarına bağlı inhibisyon karşılaştırmasını 

içeren örnek kromatogram (X: zaman, Y: Absorbans-228 nm) 
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Şekil 3.5: Çeşitli proteazlar tarafından hidrolize edilmiş fındık posası peptit 

fraksiyonları için ACE inhibisyon aktivitesi. Fraksiyonlama, (A) Capto Q, 1 ml veya 

(B) Capto Q, 5 ml yatak hacimli kolon kullanılarak yapıldı. ACE inhibisyon testlerinde 

Kaptopril referans inhibitör olarak kullanıldı. Fraksiyon adları, aşağıdaki gibi 

kullanılan enzime dayanmaktadır: C; Kimotripsin hidrolizatlarından elde edilen 

fraksiyonlar (C1,C2,C3,C4). E: Termolisin hidrolizatlarından elde edilen fraksiyonlar 

(E1,E2,E3,E4,E5,E6). T; Tripsin hidrolizatlarından elde edilen fraksiyonlar 

(T1,T2,T3,T4). C1(out), E1(out) ve T1(out) kolona bağlanmayan bileşikleri içeren 

fraksiyonlardır. 

Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda yapılan fraksiyonlamanın daha hızlı 

gerçekleşmesine bağlı olarak ACE inhibisyonu gösteren bazı bileşiklerin 1 ml yatak 

hacimli kolona göre daha erken fraksiyonlanması mümkün olmuştur. Bu sebeple 5 ml 

yatak hacimli kolonda inhibisyon gösteren fraksiyon adedi, 1 ml yatak hacimli kolona 

göre daha az olmuştur. Ancak 5 ml yatak hacimli kolonda daha yüksek inhibisyon 

aktivite gösteren fraksiyonlar toplanmıştır (Şekil 3.5B). ACE inhibisyon aktivitesi tüm 
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hidrolizat örneklerinde Şekil 3.5’de gösterildiği üzere kolona bağlanmayan ve/veya 

zayıf anyonik özellik gösteren bileşiklerin olduğu fraksiyonlar da görülmüştür. Benzer 

sonuçlar Liu vd. (2018a) tarafından yapılan çalışmada da bildirilmiştir. Söz konusu 

çalışmada katalaz enzimiyle hidroliz edilen ve iyon değişim kromatografisi ile 

ayrıştırılan fındık peptitlerinde en yüksek ACE inhibisyonu zayıf asidik peptitleri 

içeren ilk fraksiyonda gözlemlenmiştir. Tüm bu bulgular göz önüne alındığında, 

özellikle kolona bağlanmayan bileşikleri içeren fraksiyonlarda pozitif yüklü amino 

asitleri içeren peptitlerin varlığı ve ACE inhibisyonuna olumlu etkilerinin olduğu 

düşünülmektedir. Yapılan bir araştırmada bazı kazein kaynaklı inhibitörlerde 

(kasokininler), bradikinin ve bazı sentetik inhibitörlerde pozitif yüklü C-terminal lizin 

veya arginin varlığının ACE inhibisyonuna önemli ölçüde katkı sağladığı bulunmuştur 

(Meisel, 1993). Bu durum Ondetti ve Cushman (1982) tarafından belirtilen ACE aktif 

alan modeline uymamaktadır. Bu sebeple ACE inhibisyon mekanizmasında enzimin 

katalitik bölgesinden farklı bir anyonik inhibitör bağlanma bölgesinde etkileşimin 

olduğu iddia edilmektedir (FitzGerald ve Meisel, 2000). 

 

3.4. DPP-IV önleyici aktivite 

Bu çalışmada fındık proteinlerinin antidiyabetik özelliğini belirlemek amacıyla 

yapılan DPP-IV önleyici aktivite testi için 5 ml yatak hacimli Capto-Q kolonunda 100 

mM Tris-HCl pH:8 tamponu kullanılarak elde edilen fraksiyonlar kullanılmıştır (Şekil 

3.3). Tripsin, kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarının anyon değişimi bazlı 

fraksiyonlanmasının ardından fraksiyonların DPP-IV önleyici aktivitelerini belirlemek 

için Nongonierma vd. (2018) tarafından tarif edilen analiz yöntemi modifiye edilerek 

kullanılmıştır. Referans inhibitör olarak Diprotin-A (dip-A) kullanılmıştır.  DPP-IV 

enziminin Gly-Pro-pNA subsratını parçalaması ile açığa çıkan pNA miktarı 405 nm 

dalga boyunda Shimadzu® BioSpec NanoDrop spektrofotometresi (Shimadzu, ABD) 

ile ölçülmüştür. Kontrol örneğinin maksimum pNA konsantrasyonuna sahip olduğu 

varsayılarak fraksiyon örnekleriyle karşılaştırılmıştır (Şekil 3.6). Fraksiyonların 

%DPP-IV aktiviteleri Şekil 3.7 üzerinde verilmiştir. 
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Şekil 3.6: DPP-IV inhibisyonu karşılaştırması için örnek spektrum. Karşılaştırma için 

405 nm’de absorbans değerleri esas alınmıştır. Referans inhibitör olarak Diprotin-A 

kullanılmıştır. 
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Şekil 3.7: Hidrolizat fraksiyonlarının % DPP-IV inhibisyonu (X: fraksiyon numarası, 

Y: %inhibisyon) (A) Tripsin hidrolizat fraksiyonları (B) Kimotripsin hidrolizat 

fraksiyonları (C) Termolisin hidrolizat fraksiyonları (Dip-A: referans inhibitör) 
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Her bir hidrolizat örneğinden alınan fraksiyonların DPP-IV inhibisyon aktiviteleri 

Şekil 3.7 üzerinde sunulmaktadır. Tripsin hidrolizat fraksiyonlarında inhibisyon 

gösteren örnekler genellikle T10-T17 aralığındaki güçlü anyonik bileşikleri içeren 

fraksiyonlarda gözlemlenmiştir (Şekil 3.7A). Bu fraksiyonlar arasından en yüksek 

DPP-IV inhibisyon aktivitesi gösteren % 25,06±2 ile T17 fraksiyonu olmuştur. 

Kimotripsin hidrolizat fraksiyonlarında, kolona bağlanmayan bileşikleri içeren C1 

(out) fraksiyonu ve C5 fraksiyonu hariç tüm fraksiyonlarda aktivite gözlemlenmiştir 

(Şekil 3.7B). Bu fraksiyonlar arasından % 17,25±1,2 inhibisyon oranı ile zayıf anyonik 

bileşikleri içeren C3 fraksiyonu en yüksek DPP-IV inhibisyon aktivitesi göstermiştir. 

Termolisin hidrolizat fraksiyonlarında en yüksek DPP-IV inhibisyon aktivitesi 

gösteren % 26,82±0,8 ile E11 fraksiyonu olmuştur. Ayrıca E11 tüm hidrolizatlar 

arasında en yüksek aktiviteyi gösteren fraksiyon olmuştur. Elde edilen sonuçlar, 

Gülseren (2018) tarafından yapılan in silico değerlendirmesiyle uyumludur. Gülseren 

(2018) tarafından yapılan çalışmada fındık (Corylus avellana L.) peptitlerinin 

biyolojik fonksiyonelliğini değerlendirmek için 23 ribozomal protein üzerinde in silico 

çalışma yapılmıştır. Biyoaktif peptitlerin üretiminde, termolisin, papain ve bromelain 

proteazlarının gastrointestinal proteazlara (tripsin, pepsin, kimotripsin) kıyasla çoğu 

durumda daha etkili olduğu gösterilmiştir. Ayrıca Lacroix ve Li-Chan (2012b) 

tarafından yapılan çalışmada sodyum kazeinat ve whey proteinlerinin 11 farklı proteaz 

kullanılarak üretilen hidrolizatlarında DPP-IV inhibisyon aktivitesi incelenmiştir. Bu 

iki protein için en yüksek aktiviteyi termolisin hidrolizatları göstermiştir (sırasıyla 

%50 ve %51).  Bu durum termolisin proteazının, DPP-IV inhibe edici biyoaktif 

peptitlerin üretilmesinde önemli bir katkısı olduğunu göstermektedir.  

3.5. Antioksidatif aktivite testleri 

Antioksidatif aktivite testleri için 5 ml yatak hacimli Capto-Q kolonunda 20 mM Tris-

HCl pH:8.3 tamponu kullanılarak elde edilen fraksiyonlar kullanılmıştır (Şekil 3.2). 

3.5.1. Demir şelasyon aktivitesi  

Protein hidrolizatlarının, Fe+2 iyonlarını şelatlama kapasitesi Dinis vd. (1994) 

yöntemine uygun olarak belirlenmiştir. Fe2+-ferrozin kompleksinin oluşturduğu 

magenta renk 562 nm'de maksimum absorbans vermektedir. Antioksidatif peptitlerin 

demir iyonlarını bağlaması, magenta rengin ve absorbans değerinin giderek 

azalmasına neden olur. Tampon çözeltilerin analiz sonuçlarını engellemesi sebebiyle 
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bu test için tampon çözelti kullanılmadan proteinler hidroliz edilmiş ve fraksiyonlama 

işlemi yapılmadan doğrudan hidrolizat örnekleri kullanılmıştır. Kontrol örneği olarak 

hidrolizat örneğinin yerine deiyonize su kullanılmıştır. Pozitif kontrol olarak EDTA 

kullanılmıştır.  Demir şelasyon aktivitesi, hidrolizat örneklerinin absorbans değerleri 

kontrol örneği ile karşılaştırılarak hesaplanmıştır. Örneklerin % şelatlanma 

kapasiteleri Şekil 3.8 üzerinde verilmiştir. 

 

Şekil 3.8: Çeşitli proteazlar tarafından hidrolize edilmiş fındık hidrolizatlarının % 

şelatlanma kapasitesi. Hidrolizatlar %1 protein içerecek şekilde saf su içersinde pH 

8’e ayarlanarak hazırlanmış ve tripsin, kimotripsin ve termolisin proteazları 

kullanılmıştır. EDTA (100 μg/ml) pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

Şekil 3.8’de %1 konsantrasyona sahip protein hidrolizatlarının Fe+2 iyonlarını 

şelatlama aktivitesi karşılaştırıldığında yaklaşık %30±2 ile en yüksek aktiviteyi 

termolisin hidrolizatı göstermiştir. Tripsin ve kimotripsin hidrolizatları yaklaşık %8 

ile benzer şelatlama aktivitesi göstermişlerdir. EDTA çalışılan en düşük konsatrasyonu 

100 μg/ml’de dahi %98±2 şelatlama aktivitesi göstermiştir. Torres-Fuentes vd. (2012) 

tarafından yapılan çalışmada nohut proteinlerinde sindirim enzimleri kullanılarak elde 

edilen hidrolizatlarda demir şelasyon aktivitesi araştırılmıştır. Çalışmada hidrolizatlar 

yaklaşık %10 aktivite göstermiş ve pozitif kontrol EDTA 100 μg/ml konsantrasyonda 

%99±1 aktivite göstermiştir. Bu bağlamda elde edilen sonuçlar literatürle uyumludur. 
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3.5.2. Hidroksil radikali tutma aktivitesi  

Hidroksil radikali düşük pH değerlerinde tiyobarbitürik asit ile ısıtıldıktan sonra 

pembe bir kromojen veren ürünler oluşturmak üzere deoksiriboz ile tepkimeye girer. 

Eklenen hidroksil radikal tutucu bileşikler (örneğin, antioksidatif peptitler) üretilen 

hidroksil radikalleri için deoksiriboz ile rekabet eder ve kromojen oluşumunu azaltır 

(Halliwell vd.1987). Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi Halliwell vd. (1987) 

tarafından gerçekleştirilen yönteme uygun olarak yapılmıştır. BHT (0,03 mg/ml), bu 

deneyde pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Fraksiyonlar alınma sıralarına göre 

numaralandırılarak numunelerin hidroksil radikali tutma aktiviteleri Şekil 3.9 üzerinde 

ortak olarak gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3.9: Çeşitli proteazlar tarafından hidroliz edilmiş fındık peptit fraksiyonlarının 

hidroksil radikali tutma aktivitesi. Örnekler Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda 

20mM Tris-HCl (pH 8,3) tamponu kullanılarak 2 CV aralıklarla fraksiyonlanmış ve 

17 fraksiyon toplanmıştır (F1-F17). BHT pozitif kontrol olarak kullanılmıştır.  

Fraksiyonların hidroksil radikali tutma aktivitesi karşılaştırıldığında tripsin 

hidrolizatından elde edilen F17 fraksiyonu % 37,48±0,7’lik bir oranla en yüksek 

aktiviteyi göstermiştir. Bu oranı % 36,9±1,7 ile termolisin F1 ve % 30,7±1,3 ile 

kimotripsin F1 fraksiyonları takip etmiştir. Pozitif kontrol 0,136 mM BHT % 88,4±2 

0

20

40

60

80

100

%
-O

H
 t

u
tm

a 
ak

ti
vi

te
si

Fraksiyon numarası

Tripsin

Termolisin

Kimotripsin



52

 

 

aralığında aktivite göstermiştir. Fraksiyonların bir kısmında aktivite gözlemlenmez 

iken birçok fraksiyondan düşük aktivite değerleri elde edilmiştir. Toplamda elde edilen 

51 fraksiyondan 31tanesinde aktivite gözlenmiş ve bunların içinden sadece 10 tanesi 

%20 üzerinde aktivite göstermiştir. Fraksiyonlamanın kısa aralıklarla yapılmasına 

bağlı olarak bazı ardışık fraksiyonların kompozisyonlarının benzer içeriğe sahip 

olabileceği ve güçlü anyonik fraksiyonların demir şelatlamaya bağlı olarak aktivite 

göstermiş olabileceği düşünülmektedir. 

3.5.3. Süperoksit anyon tutma aktivitesi  

Pirogallol sulu çözeltide hızla otoksidize olan bir reaktiftir. Çözeltide ilk önce 400 - 

425 nm arasında maksimum absorbans gösteren sarı-kahverengi rengi 

oluşturmaktadır. Oda sıcaklığında saklama esnasında birkaç dakika sonra renk yeşile 

dönmeye başlar ve son olarak, birkaç saat sonra sarı bir renk görünür. Absorbans 

değerindeki artış ile oksijen tüketimi arasında sabit bir ilişki bulunmaktadır (Marklund 

ve Marklund,1974). Bu çalışmada Marklund ve Marklund (1974) tarafından 

yayınlanan yöntem modifiye edilerek kullanılmıştır. BHT (0,03 mg/ml), bu deneyde 

pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Süperoksit anyon tutma aktivitesi gösteren 

fraksiyonlar Şekil 3.10 üzerinde ortak olarak gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 3.10: Çeşitli proteazlar tarafından hidroliz edilmiş fındık peptit fraksiyonlarının 

süperoksit anyon tutma aktivitesi. Örnekler Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda 20 

mM Tris-HCl (pH 8,3) tamponu kullanılarak 2 CV aralıklarla fraksiyonlanmış ve 17 

fraksiyon toplanmıştır (F1-F17). BHT pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 
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Süperoksit anyon tutma aktivitesi testinde değerlendirilen hidrolizat örnekleri arasında 

F9-F17 aralığındaki fraksiyonlarda aktivite gözlemlenmemiştir. Bu durumun F9-F17 

aralığındaki fraksiyonlarda güçlü anyonik özellik gösteren bileşiklerin varlığından 

kaynaklandığı düşülmektedir. Süperoksit anyon tutma aktivitesi gösteren fraksiyonlar 

karşılaştırıldığında termolisin hidrolizatından elde edilen F1(out) fraksiyonu 

%37,4±3,7 ile en yüksek aktiviteyi göstermiştir. Bu oranı % 26,7±3,8 ile kimotripsin 

F7 fraksiyonu takip etmiştir. Pozitif kontrol BHT (0,03 mg/ml) ise % 50,5±1,5 

oranında aktivite göstermiştir. Oktay vd. (2003) tarafından yapılan çalışmada BHA ve 

BHT’nin süperoksit anyon radikali tutma IC50 değerlerinin sırasıyla 0.031 ve 0.061 

mg/ml olduğunu bildirmiştir. Bu değerlere göre BHT’ nin aktivitesi Oktay vd. (2003) 

tarafından yapılan çalışmaya kıyasla iki kat fazla bulunmuştur. Bu durum kullanılan 

kimyasallar, inkübasyon süresi, pH, ortam sıcaklığı gibi birçok metot farklılıklarından 

kaynaklanabilmektedir. Bu bağlamda sonuçların literatüre uygunluğu net bir biçimde 

kıyaslanamamıştır. 

Fındık protein konsantrelerinden termolisin, kimotripsin, tripsin proteazları 

kullanılarak elde edilen hidrolizatlar ve fraksiyonlarda yapılan antioksidan aktivite 

testlerinde genel olarak düşük aktiviteler gözlemlenmiştir. En yüksek antioksidant 

aktivite hidroksil radikali tutma testinde % 37,48±0,7 ile tripsin F17 ve % 36,9±1,7 ile 

termolisin F1(out) fraksiyonlarında gözlemlenmiştir. Ancak güçlü anyonik bileşikleri 

içeren tripsin F17 fraksiyonunun metal şelatlayıcı özellik göstererek Fe+2’nin 

aktivitesini değiştirmiş olabileceği ve bu sebeple yüksek aktivite gösterdiği 

düşünülmektedir. Sonuçların bazik pH değerlerinde anyon değişim kromotografisi 

kullanılarak ve uzun elüsyon (32 CV) çalışmalarında kısa aralıklarla fraksiyonlanan (2 

CV) anyonik peptitlerden elde edildiği göz önünde bulundurulmalıdır. 

Fraksiyonlamanın kısa aralıklarla yapılmasına bağlı olarak bazı ardışık fraksiyonların 

kompozisyonlarının benzer içeriğe sahip olabileceği ve ayrıca güçlü anyonik 

bileşikleri içeren fraksiyonların metal şelatlayıcı olarak antioksidan aktivite göstermiş 

olabileceği düşünülmektedir. LC-MS/MS analizi sonuçlarına göre özellikle C2 ve C3 

fraksiyonları (kimotripsin F2 ve F3) 1 peptit haricinde aynı peptit içeriğine sahip 

olduğu gözlemlenmiştir (bkz. Ek-2). Dolayısıyla bu durum LC-MS/MS analizi 

yapılmayan fraksiyonlarda da benzer durumların olabileceğini göstermektedir. 

Gülseren (2018) tarafından fındık (Corylus avellana L.) peptitleri üzerine yapılan in 
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silico çalışmada, antioksidan aktivitenin bir dereceye kadar gözlemlenebileceği ve 

diğer biyoaktivitelere (örneğin, ACE-önleyici ve DPP-4 önleyici aktivitelere) kıyasla 

daha az sıklıkta olduğu tahmin edilmiştir. 178 proteolitik senaryo içerisinden sadece 

44 vakada antioksidan aktivite öngörülmüştür (yaklaşık %25). Bu bağlamda yapılan 

in vitro çalışma in silico tahminleriyle paralellik göstermektedir. 

3.6. ACE aktif fraksiyonların LC-MS/MS analizi ve in silico yöntemlerle 

değerlendirilmesi 

Bölüm 2.2.10’da tarif edildiği üzere ACE aktivitesi gösteren fraksiyonlar toplanarak 

uygun LC-MS/MS analiz teknikleriyle incelenmiştir. Çalıştığımız fındık 

proteinlerinden elde edilen enzimatik hidrolizatların fraksiyonları alındıktan sonra 

peptit yapılarını aydınlatmak için LC-Q-TOF-MS sisteminde analizler 

tamamlanmıştır. Analiz edilen peptit moleküllerinin Uniprot, PLGS, vb. veri 

bankalarındaki proteinlerle eşleştirerek peptit moleküllerinin yapıları aydınlatılmaya 

çalışılmıştır. Ancak bazı peptit moleküllerinin yapıları bu yolla belirlenememiştir. LC-

MS/MS analizi sonucu elde edilen bazı örnek spektrumlar aşağıda sunulmaktadır 

(Şekil 3.11- 3.13). ACE aktif fraksiyonlarda bulunmuş 192 farklı peptit spektrumu 

olması sebebiyle sadece örnek birkaç sunum verilmiştir.  

Uygun tekniklerle dizilimleri belirlenen peptitlerin fizikokimyasal özellikleri ve 

biyoaktif özelliklerinin değerlendirilmesi literatürde bulunan in silico yöntemler 

kullanılarak yürütülmüştür. Analizde kullanılan in silico yöntemler hakkında detaylı 

bilgi bölüm 2.2.11’de verilmiştir.  

ACE aktif fraksiyonlardan analizi tamamlanmış 192 farklı peptit bulunmaktadır. 

Tripsin, kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarından elde edilen bu peptitlerin 

değerlendirmeleri Ekler bölümünde sırasıyla Ek-1 Ek-2 ve Ek-3’ te verilmiştir. 

Mooney vd. (2012) referansına göre (PeptideRanker) bu peptitlerin muhtemel 

biyoaktiviteleri sıralanmıştır. Bunun yanında, Minkiewicz vd. (2008) referansına göre, 

peptitlerin (eğer varsa) ACE inhibisyon potansiyelleri incelenmiştir. Bu bağlamda hem 

in vitro ACE aktivitesi bulgulanan, hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce 

doğrulanan peptitlerin ACE inhibisyon mekanizması incelenmiştir (Trabuco vd. 

2012). Her bir hidrolizat için en etkin (muhtemel) aktiviteye sahip peptit sekansları ve 

PeptideRanker değerleri Tablo 3.1’de verilmiştir.  
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Değerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarının tamamına yakınında hem aktif 

hem de aktif olmayan peptitlerin bulunduğu anlaşılmıştır. Ekler bölümünde verilen 

tablolar (Ek 1-2-3) üzerinden incelenebileceği gibi peptitlerin hiçbirinde toksik etkiler 

ortaya çıkması beklenmemektedir. Buna ek olarak, bazı alerjen proteinlerin de 

parçalandığı ve muhtemelen alerjik etkilerinin azalabileceği anlaşılmaktadır. Alerjik 

olmayan proteinlere ilişkin bazı parçalanmalar da söz konusudur. Bunun dışında, 

genellikle out fraksiyonları beklendiği üzere daha fazla aktif peptit içeriğine sahiptir. 

Yine de bazı istisnalar her iki durum için de söz konusudur. Dolayısıyla, hem out 

fraksiyonlarda bazik olmayan peptitler görülmüş, hem de out olmayan fraksiyonlarda 

sayıca az bazik peptitler bulunmuştur. Bu durum, peptitlerin birbirleri ile 

etkileşmesinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Ayrıca kısa fraksiyonlama aralığına 

bağlı olarak aynı peptit sekansına sahip bazı ardışık fraksiyonlar da gözlemlenmiştir. 

Ek-2’de gözlenen peptitlerin C2 ve C3 fraksiyonları için, 1 peptit dışında, ortak olduğu 

anlaşılmıştır.  

Peptitlerin bazılarının antimikrobiyal etkiler de dahil olmak üzere bazı yenilikçi 

özelliklerinin de olabileceği düşünülmektedir. Genel olarak, veri tabanı analizlerinin 

sonuçlarından da anlaşılabileceği gibi, bu peptitlerle ilgili bir literatür 

bulunmamaktadır. Buna ek olarak, elde edilen bazı sinyaller veri tabanlarında olan 

proteinlerle eşleşmemiştir. Dolayısıyla bulgularımızın bir kısmı yeni protein ve peptit 

ürünlerine işaret etmektedir.  
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Tablo 3.1: Her bir hidrolizat için en etkin (PeptideRanker değerine göre) peptit 

sekansları. 

Hidrolizat 

adı 
Fraksiyon 

numarası 
Sekanslar 

Moleküler 

ağırlık 

(g/mol) 

Kaynak 

proteini 

Peptide 

Ranker 

skoru 
pI 

Tripsin T out SPLAGR 600,3462 Cor a 9 

allergen 

[Corylus 

avellana] 

0,615224 10,1 

Kimotripsin C2 & C3 VPHW 538,2772 11S globulin-

like protein 

[Corylus 

avellana] 

0.79343 7,37 

Termolisin E out PGHF 457,2194 48-kDa 

glycoprotein 

precursor 

[Corylus 

avellana] 

0,950238 7,1 

 

Sekansları Tablo 3.1’de verilen peptitlerin ve diğer ACE aktif 189 peptidin daha 

detaylı verileri Ekler bölümünde verilmiştir (Ek-1, Ek-2, Ek-3). Aşağıdaki şekil ve 

tablolarda SPLAGR, VPHW ve PGHF peptitlerinin ACE ile etkileşim mekanizması 

incelenmiş ve bu inhibitörlerin ACE’nin hangi amino asitleri ile etkileşebileceği 

özetlenmiştir.  
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Şekil 3.14: Triptik peptitler arasında PeptideRanker değeri en yüksek olan SPLAGR 

peptitinin ACE ile etkileşiminin şematize edilmesi. Üstte enzim ve inhibitör birlikte 

gösterilirken, alttaki görüntüde etkileşim odaklı % 200 büyütme (“zoom”) 

uygulanmıştır. En muhtemel model (Model 1) kullanılmıştır. 
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Şekil 3.15: Kimotriptik peptitler arasında PeptideRanker değeri en yüksek olan 

VPHW peptidinin ACE ile etkileşiminin şematize edilmesi. Üstte enzim ve inhibitör 

birlikte gösterilirken, alttaki görüntüde etkileşim odaklı % 200 büyütme (“zoom”) 

uygulanmıştır. En muhtemel model (Model 1) kullanılmıştır. 
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Şekil 3.16: Termolisin muamelesi ile hazırlanan peptitler arasında PeptideRanker 

değeri en yüksek olan PGHF peptidinin ACE ile etkileşiminin şematize edilmesi. Üstte 

enzim ve inhibitör birlikte gösterilirken, alttaki görüntüde etkileşim odaklı % 200 

büyütme (“zoom”) uygulanmıştır. En muhtemel model (Model 1) kullanılmıştır. 
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En muhtemel model, istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç ortaya çıkarmaktadır. 

ACE’nin toplamda 1306 amino asit uzunluğuna sahip olduğu bilgisi modelin 

etkinliğinin anlaşılması açısından önemlidir. Diğer modeller bu model kadar etkin 

değildir ve genellikle istatistiksel olarak geçerli bir bağlanma ya da etkileşim 

tanımlayamamaktadırlar. Dolayısıyla, muhtemel bağlanma aşağıdaki tablolarda 

sunulan detaylara uygun bir biçimde gerçekleşmektedir.  

Tablo 3.2: SPLAGR peptitinin ACE ile etkileşiminin gerçekleştiği başlıca amino 

asitlerin listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanılmıştır.  

Sekans Aktif amino 

asitler 

p-değeri ACE üzerinde bağlanılan 

amino asitler 

SPLAGR Pro-2 Leu-3 

Ala-4 Gly-5 

Arg-6 

0,0001473 Trp279, Gln281, His353, 

Ala354, His383, Glu384, 

Glu 411, Asp415, Phe457, 

Phe460, Lys511, His513, 

Tyr520, Tyr523, Ser526, 

Phe527 

En muhtemel modele göre 6 amino asitten oluşan SPLAGR triptik peptiti, ACE 

üzerinde 16 muhtemel bağlanma noktasına sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep 

olabilmektedir.  

Tablo 3.3: VPHW peptitinin ACE ile etkileşiminin gerçekleştiği başlıca amino 

asitlerin listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanılmıştır.  

Sekans Aktif amino 

asitler 

p-değeri ACE üzerinde bağlanılan 

amino asitler 

VPHW Val-1 Pro-2 

His-3 Trp-4 

3,959E-05 Gln281, His353, Ala354, 

His383, Glu 411, Asp415, 

Lys511, His513, Tyr520, 

Tyr523 

En muhtemel modele göre 4 amino asitten oluşan VPHW kimotriptik peptidi, ACE 

üzerinde 10 muhtemel bağlanma noktasına sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep 

olabilmektedir. Önceki tablo ile karşılaştırdığımızda bağlantı noktaları benzer olmakla 

birlikte bu peptitin daha az amino asit ile etkileştiği anlaşılmaktadır.  

Tablo 3.4: PGHF peptitinin ACE ile etkileşiminin gerçekleştiği başlıca amino asitlerin 

listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanılmıştır.  

Sekans Aktif amino 

asitler 

p-değeri ACE üzerinde bağlanılan 

amino asitler 

PGHF Pro-1 Gly-2 

His-3 Phe-4 

2,263E-05 Gln281, His353, His383, 

Glu384, His 387, Glu 411, 

Phe457, Lys511, His513, 

Tyr520, Tyr523 
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En muhtemel modele göre termolisin ile hidroliz edilmiş, 4 amino asitten oluşan PGHF 

peptidi, ACE üzerinde 11 muhtemel bağlanma noktasına sahiptir ve bu sayede 

inhibisyona sebep olabilmektedir. İlk tablodaki peptit (SPLAGR) ile 

karşılaştırdığımızda bağlantı noktaları benzer olmakla birlikte bu peptidin daha az 

amino asit ile etkileştiği anlaşılmaktadır. Öte yandan, ikinci peptit (VPHW) ile 

karşılaştırdığımızda peptitlerin uzunlukları eşit olmakla birlikte ACE üzerinde 

bağlanılan amino asit sayısı PGHF için daha yüksektir. Ancak her 3 durumda 

bağlanılan amino asitler genellikle benzerdir. 

Aşağıdaki tabloda, pozitif kontrol olarak iyi bilinen bir ACE inhibitörü VPP ile bir 

kıyaslama yapılmaktadır.  

Tablo 3.5: Mevcut peptitlerin ACE ile etkileşiminin gerçekleştiği başlıca amino 

asitlerin listelenmesi ve bu listelerin VPP peptitine ait liste ile kıyaslanması.  

Sekans Aktif amino 

asitler 

p-değeri ACE üzerinde bağlanılan 

amino asitler 

SPLAGR Pro-2 Leu-3 

Ala-4 Gly-5 

Arg-6 

0,0001473 Trp279, Gln281, His353, 

Ala354, His383, Glu384, 

Glu411, Asp415, Phe457, 

Phe460, Lys511, His513, 

Tyr520, Tyr523, Ser526, 

Phe527 

VPHW Val-1 Pro-2 

His-3 Trp-4 

3,959E-05 Gln281, His353, Ala354, 

His383, Glu411, Asp415, 

Lys511, His513, Tyr520, 

Tyr523 

PGHF Pro-1 Gly-2 

His-3 Phe-4 

2,263E-05 Gln281, His353, His383, 

Glu384, His387, Glu411, 

Phe457, Lys511, His513, 

Tyr520,    Tyr523 

VPP  2.951E-06 Gln281, His353, His383, 

His387, His410, Glu411, 

Ala412, Asp415, Phe457, 

His513, Tyr520, Tyr523, 

Ser526,    Phe527 

 

Bu durumda VPP peptidinin bağlanabileceği 14 farklı amino asit belirlenmiştir. Bu 

bağlantı noktalarından 11 tanesi mevcut 3 peptit ile ortaktır. Öte yandan, koyu renkle 

gösterilen üç amino bağlantısı (His387, His410 ve Ala 412) VPP tripeptidine 

spesifiktir.  
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3.7.   DPP-IV aktif fraksiyonların LC-MS/MS analizi ve in silico yöntemlerle 

değerlendirilmesi 

Çalıştığımız fındık proteinlerinden elde edilen enzimatik hidrolizatların 

fraksiyonlarını aldıktan sonra peptit yapılarını aydınlatmak için LC-Q-TOF-MS 

sisteminde analizler tamamlanmıştır. Analiz edilen peptit moleküllerinin Uniprot, 

PLGS, vb. veri bankalarındaki proteinlerle eşleştirerek peptit moleküllerinin yapıları 

aydınlatılmaya çalışılmıştır. Ancak bazı peptit moleküllerinin yapıları bu yolla 

belirlenememiştir. Dolayısıyla bu bölümde edinilen bilgiler kısıtlı kalmıştır. Bu 

durumun nedeni, protein veri tabanlarında bulunmayan (muhtemelen, yeni) 

proteinlerle karşılaşmış olmamızdır. Bu proteinlerin yapılarının aydınlatılabilmesi 

için, mevcut bütçe ve altyapımızın yetersiz kaldığı “de novo sekanslama” işlemlerine 

ihtiyaç bulunmaktadır.  

Önceki bölümlerde (tripsin, kimotripsin ve termolisin muameleleri) tarif edildiği üzere 

DPP-IV aktivitesi gösteren fraksiyonlar toplanarak uygun LC-MS/MS analiz 

teknikleriyle incelenmiştir. Bu bağlamda elde edilen bazı örnek spektrumlar aşağıda 

sunulmaktadır (Şekil 3.17-3.18). Analiz tekniğinin detayları bölüm 2.2.10’da 

sunulmuştur. Çözülebilmiş olan peptit fraksiyonlarına ait 14 farklı peptidin sonuçları 

Ekler bölümünde Ek-4 ve Ek-5’te verilmiştir. Bu peptitler C10 ya da T12 

fraksiyonlarında bulunmuştur.  

Değerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarının tamamına yakınında hem aktif 

hem de aktif olmayan peptitlerin bulunduğu anlaşılmıştır. Mooney vd. (2012) 

referansına göre (PeptideRanker) peptitlerin muhtemel biyoaktiviteleri sıralanmıştır. 

Bunun yanında, Minkiewicz vd. (2008) referansına göre, peptitlerin (eğer varsa) DPP-

IV inhibisyon potansiyelleri incelenmiştir. DPP-IV için A ve B parametreleri olmayan 

peptitlerin ACE parametreleri Ek-4’te sunulmuştur. Ek-4 ve Ek-5’te incelenebileceği 

gibi peptitlerin hiçbirinde toksik etkiler ortaya çıkması beklenmemektedir. Buna ek 

olarak, bazı alerjen proteinlerin de parçalandığı ve muhtemelen alerjik etkilerinin 

azalabileceği anlaşılmaktadır. Alerjik olmayan proteinlere ilişkin bazı parçalanmalar 

da söz konusudur. Bunun dışında, bazı out olmayan fraksiyonlarda bazik peptitler 

bulunmuştur. 
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DPP-IV aktif fraksiyonlara ait sinyallerin çoğunluğu veri tabanlarında olan 

proteinlerle eşleşmemiştir. Dolayısıyla bulgularımızın bir kısmı yeni protein ve peptit 

ürünlerine işaret etmektedir. 

Hem in vitro DPP-IV aktivitesi bulgulanan, hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce 

doğrulanan peptitlerden; DPP-IV inhibisyon parametreleri bulunanlar arasında 

PeptideRanker değeri en yüksek olan YDLDFK peptidi seçilmiş ve inhibisyon 

mekanizması incelenmiştir (Trabuco vd. 2012). Bu bağlamda aşağıdaki Şekil 3.19 ve 

Tablo 3.6’da söz konusu inhibitör peptitin analizi sunulmaktadır.  

En muhtemel model, istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç ortaya çıkarmaktadır. DPP-

IV enziminin toplamda 766 amino asit uzunluğa sahip olması, modelin etkinliğini 

göstermek için önemlidir. Diğer modeller bu model kadar etkin değildir ve genellikle 

istatistiksel olarak geçerli bir bağlanma ya da etkileşim tanımlayamamaktadırlar. 

Dolayısıyla, muhtemel bağlanma Tablo 3.6’da sunulan detaylara uygun bir biçimde 

gerçekleşmektedir.  

Tablo 3.6: YDLDFK peptitinin DPP-IV ile etkileşiminin gerçekleştiği başlıca amino 

asitlerin listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanılmıştır.  

Sekans Aktif amino 

asitler 

p-değeri DPP-IV üzerinde 

bağlanılan amino asitler 

YDLDFK Tyr-1 Asp-2 

Leu-3 Phe-5 

Lys-6 

0,009162 Phe-357 Tyr-547 Trp-629 

Ser-630 Val-656  

Tyr-662 Tyr-666 Asn-710 

Val-711 His-740 

 

 

 

En muhtemel modele göre 6 amino asitten oluşan YDLDFK triptik peptiti, DPP-IV 

üzerinde 10 muhtemel bağlanma noktasına sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep 

olabilmektedir.  
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Şekil 3.19: DPP-IV inhibisyon parametreleri bulunan DPP-IV inhibitörü peptitler 

arasında PeptideRanker değeri en yüksek olan YDLDFK peptitinin, DPP-IV ile 

etkileşiminin şematize edilmesi. Solda enzim ve inhibitör birlikte gösterilirken, 

sağdaki görüntüde etkileşim odaklı % 200 büyütme (“zoom”) uygulanmıştır. En 

muhtemel model (Model 1) kullanılmıştır. 
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DÖRDÜNCÜ BÖLÜM 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

Ülkemiz için ekonomik öneme sahip Giresun tombul fındığının yağı alındıktan sonra 

kalan posalarında yüksek oranda protein bulunmaktadır. Çalışmamızda bu proteinler 

alkali ekstraksiyonu-izoelektrik çöktürme yöntemiyle konsantre edilmiş ve 3 farklı 

enzimle (tripsin, kimotripsin, termolisin) hidroliz edilmiştir. Sonrasında 

hidrolizatlardan anyon değişim bazlı fraksiyonlar elde edilmiş ve bu fraksiyonlarda 

(ACE ve DPP-IV önleyici ve antioksidatif) aktivite testleri yapılmıştır. En yüksek 

aktivite değerleri 3 hidrolizatta da ACE testlerinde görülmüştür. Bunun yanı sıra DPP-

4 ve anktioksidan testlerinde çok sayıda fraksiyonda aktivite gözlenmiş ancak aktivite 

değerleri nispeten düşük bulunmuştur. Aktivite testlerinin ardından ACE inhibisyonu 

ve DPP-IV inhibisyonu aktivitesi gösteren fraksiyonlar LC-MS/MS analiz 

teknikleriyle incelenerek aktif fraksiyonlara ait peptit dizilimleri belirlenmiştir. Ancak 

bazı peptit moleküllerinin yapıları bu yolla belirlenememiştir. Bu durumun yeni 

proteinlerin varlığına ya da daha önce veri bankalarına işlenmemiş fındık proteinlerine 

işaret ettiği düşünülmektedir. 

Çalışmada dizilimleri belirlenen peptitlerin, bazı fizikokimyasal ve biyoaktif 

özellikleri, literatürde bulunan in silico yöntemler kullanılarak değerlendirilmiştir. Bu 

değerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarının tamamına yakınında hem aktif hem 

de aktif olmayan peptitlerin bulunduğu anlaşılmıştır. Bu in silico yöntemlerle 

çalışmada 192 adet ACE aktif ve 14 adet DPP-IV aktif peptit belirlenmiştir. Bu 

peptitlerin hiçbirinde toksik etkilerin ortaya çıkması beklenmemektedir. Buna ek 

olarak, bazı alerjen proteinlerin de parçalandığı ve muhtemelen alerjik etkilerinin 

azalabileceği anlaşılmaktadır. 

Araştırmada hem in vitro aktivitesi bulgulanan hem de bu aktiviteleri in silico 

tekniklerce doğrulanan peptitlerin inhibisyon mekanizması yine in silico teknikler 

kullanılarak incelenmiştir. Ayrıca çalışmada DPP-IV inhibisyon parametreleri 

bulunan peptitler arasında PeptideRanker değerine göre en yüksek aktiviteye sahip 

olan YDLDFK peptidinin inhibisyon mekanizması incelenmiştir. Sonuçta YDLDFK 

triptik peptidinin DPP-IV üzerinde 10 muhtemel bağlanma noktasına sahip olduğu 

bulunmuştur. ACE aktif peptitleri arasından her bir enzim için en etkin olanının ACE 

ile etkileşim mekanizması incelenmiş ve bu inhibitörlerin ACE’nin hangi amino 
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asitleri ile etkileşebileceği belirlenmiştir. Buna göre Farklı enzimlerle muamele 

sonucu oluşan SPLAGR (tripsin), VPHW (kimotripsin) ve PGHF (termolisin) 

peptitleri, ACE üzerinde sırasıyla 16, 10 ve 11 muhtemel bağlanma noktasına sahip 

olduğu bulunmuştur.  

Bu çalışmada yağı alınmış fındık posaları kullanılarak katma değer sağlayabilecek 

veriler elde edilmiştir. Aktif fraksiyonlara ait sinyallerin bir kısmı veri tabanlarında 

olan proteinlerle eşleşmemesine bağlı olarak yeni protein ve peptitlerin olabileceği 

düşünülmektedir. Dolayısıyla bu düşüncenin doğrulanması ve bu bileşenlerin 

belirlenmesi üzerine çalışmalar yapılması gerekmektedir. Belirlenen ve henüz 

belirlenemeyen (muhtemelen yeni) aktif peptitler sentetik olarak elde edilerek gerçek 

aktivitelerinin ve inhibisyon konsantrasyonlarının belirlenmesi üzerine yapılacak 

çalışmalar, fındık peptitlerinin bu konudaki potansiyelini daha net bir biçimde ortaya 

çıkaracaktır. Bununla birlikte saf halde elde edilecek peptitlerin ürün 

formülasyonlarına ilavesi ile ilgili daha ileri çalışmalar yürütülebilecektir. Ayrıca 

fındıkta bu aktiviteleri geliştirici çalışmaların yanı sıra antimikrobiyal ve antikanser 

aktivitesi gibi farklı biyoaktif özellikleri üzerine yeni çalışmalar yapılabilir. Gelecekte 

bu aktif peptitler farmakolojik çalışmalara konu edilebilir veya kontrolsüzce 

tüketilebilen gıdalarda fonksiyonel bileşik olarak kullanılabilirliği değerlendirilebilir. 

Bu sayede hipertansiyon ve diyabetle mücadelede önemli katkılar sağlayabilmesi 

mümkün olabilecektir. 
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EKLER 

EK-1 

LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda triptik ACE aktif fındık peptitlerin, 

belirlenen fizikokimyasal özellikleri ve biyoaktif karakteristikleri aşağıdaki tabloda 

verilmiştir. 

Tablo 4.1: Triptik ACE aktif fındık peptitlerin, fizikokimyasal özellikleri ve biyoaktif 

karakteristikleri. 
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EK-2 

LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda kimotriptik ACE aktif fındık 

peptitlerin, belirlenen fizikokimyasal özellikleri ve biyoaktif karakteristikleri 

aşağıdaki tabloda verilmiştir. 

Tablo 4.2: Kimotriptik ACE aktif fındık peptitlerin, fizikokimyasal özellikleri ve 

biyoaktif karakteristikleri. 
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EK-3 

LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda termolisin muamelesi ile oluşan 

ACE aktif fındık peptitlerin, belirlenen fizikokimyasal özellikleri ve biyoaktif 

karakteristikleri aşağıdaki tabloda verilmiştir. 

Tablo 4.3: Termolisin muamelesi ile oluşan ACE aktif fındık peptitlerin, 

fizikokimyasal özellikleri ve biyoaktif karakteristikleri. 
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EK-4 

LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda kimotriptik DPP-IV aktif C10 

fraksiyonunun fizikokimyasal özellikleri ve biyoaktif karakteristikleri aşağıdaki 

tabloda verilmiştir. 

Tablo 4.4: Kimotriptik DPP-IV aktif fındık peptitlerin, fizikokimyasal özellikleri ve 

biyoaktif karakteristikleri. 
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EK-5 

LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda triptik DPP-IV aktif T12 

fraksiyonunun fizikokimyasal özellikleri ve biyoaktif karakteristikleri aşağıdaki 

tabloda verilmiştir. 

Tablo 4.5: Triptik DPP-IV aktif fındık peptitlerin, fizikokimyasal özellikleri ve 

biyoaktif karakteristikleri. 
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