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Ulkemiz tarimsal cesitlilik anlaminda dikkati cekecek bir zenginlige sahiptir. Birgok
arindn global Uretim kapasitesi baglaminda tlkemizin kayda deger bir rekolteye sahip
oldugu bilinmektedir.

S6z konusu Uriinlerden bir tanesi findiktir (Corylus avellana L.). Ulkemiz findik
Uretiminde geleneksel olarak dinya c¢apinda ilk siradadir. Bununla birlikte diger dretici
ulkelerin findik ile ilgili calisma alanlarina yatinm yaptigi, kapasite ve kalite arttirdiklari
ginumuzde net olarak bilinmektedir. Dolayisiyla bu degerli kaynagin gereg@i gibi
islenmesi, findiktan yiuksek katma degerli Grtnlerin Gretilmesi, findik ham maddelerinden
uretilen katma degerin oOncelikle Ulkemizde kalmasi milli ekonomimiz agisindan
onemlidir. Bu alanda rekabetci arastirmalara intiyacimiz bulunmaktadir.

Bu projede, s6z konusu amac ve hedefler géz 6nine alinarak degeri nispeten takdir
edilememis bir findik ham maddesi olan findik posasindan biyoaktif 6zellikleri bulunan
ve alerjenik Ozellikleri kismen ya da tamamen baskilanmis protein hidrolizatlari
Uretilmesi incelenmigtir. Biyoaktif ozellikleri dogrulanan peptit fraksiyonlari ulusal bir
firmamizin destedi ile findik urlnleri Uretiminde degerlendiriimis ve bu peptitlerin
varliginda Urdnlerin biyoaktif 6zellikleri incelenmistir.

Bu baglamda, sektérde kendisine yer bulma potansiyeli olan yenilikgi Grin
formulasyonlari Uretildigini ve bu urinlerle ilgili 6grendiklerimizin daha katma degerli
uygulamalar i¢in de 1sik tuttugunu distiinmekteyiz.

Mevcut proje, TUBITAK 1001 Programi tarafindan desteklenmistir (2017-2020). Proje
yurticisinin danismanh@inda 2 tanesi resmi TUBITAK bursiyerleri olmak Uzere 3
yuksek lisans 6grencisinin YL tezleri kismen ya da tamamen projeden alinan destek ile
yurGtilmistir. Bu baglamda proje ekibi olarak TUBITAK’a tesekkurlerimizi sunariz.
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OzZET

Bu projede, soguk pres ydntemi ile yagi alinmis findik posasindan biyoaktif 6zellikleri
bulunan ve alerjenik 6zellikleri kismen ya da tamamen baskilanmis protein hidrolizatlari
uretilmesi amaclanmigtir. Biyoaktif 6zellikleri dogrulanan peptit fraksiyonlari ulusal bir
firmamizin  (FISKOBIRLIK) destegi ile endustriyel findik driinleri  Uretiminde
degerlendirilmis ve bu peptitlerin varliginda Urlinlerin biyoaktif 6zellikleri incelenmisgtir.

Oncelikle uygun sulu ekstraksiyon (alkali ¢dziindiirme ve izoelektrik ¢dkeltme) teknikleri
ile protein izolatlari Gretilmis (> %90 protein), sonraki asamalarda 6 farkli proteaz
(pepsin, tripsin, kimotripsin, termolizin, bromelain ve papain) kullanilarak enzimatik
hidroliz ile bu findik proteinlerinin parcalanmasi saglanmis ve hidrolizatlarda bulunan
peptitler biyoaktif 6zellikler agisindan (antihipertansif, antioksidatif ve antidiyabetik
Ozellikler) de@erlendirilmistir. Bu amacla elde edilen protein hidrolizatlari uygun FPLC
yontemleri (anyon degisimi) ile fraksiyonlara ayriimistir. Bu fraksiyonlardan biyoaktif
Ozellikleri bulgulananlarin 6ncelikle LC-Q-TOF/MS yontemleri ile dizilimler belirlenmis ve
uygun in silico yontemler ile de biyoaktif dzellikleri dogrulanmistir. En etkin biyoaktif
dzellikleri olan hidrolizat fraksiyonlari ulusal bir firmamizin (FISKOBIRLIK) destegi ile
findik Grunleri Gretiminde degerlendirilmigtir. Burada temel hedef, alerjenik 6zellikleri
baskilanmis ve biyoaktif dzellikleri korunmus katma degerli, endustriyel findik GrGnleri
uretilmesidir. Endustriyel kosullarda uretilen findik Grunleri (findik ezmesi ve kakaolu
findik kremasi) yulratict kurulus laboratuvarlarinda simile edilmis gastrointestinal
sindirime tabi tutulmustur. Sindirilen fraksiyonlar da yeniden biyoaktif 6zellikler agisindan
(6zellikle in vitro antihipertansif aktivite) degerlendirilmistir. Sindirim agsamasindan sonra
da peptit profili uygun HPLC teknikleri ile analiz edilmigtir.

Bu calismalara bagh olarak 6ncelikle aktif olma potansiyeli bulunan ylzlerce peptit
dizilimi belirlenmistir. Bu peptitlerin bulundugu fraksiyonlarin antihipertansif, antioksidatif
ve antidiyabetik ézellikleri degerlendiriimis ve en etkili fraksiyonlarin bazilari endistriyel
denemelerde kullaniimigtir. Bu c¢alismalara bagh olarak findik peptitlerinin biyoaktif
Ozelliklerinin degerlendiriimesi yaninda biyoaktif findik peptitlerini iceren fraksiyonlarin
gida Urunlerinde kullanimi, katildiklari Urlnlerde peptitlerin stabilitesi ve sindirim
surecinde aktivitenin korunmasi ile ilgili degerlendirmelerde bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Findik; biyoaktif peptitler; enzimatik hidroliz; antihipertansif aktivite;
findik ezmesi ve kakaolu findik kremasi.
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ABSTRACT

In this project, it is aimed to produce protein hydrolysates with bioactive properties and
partially or completely suppressed allergenic properties from the cold press hazelnut
cakes. Peptide fractions, whose bioactive properties were confirmed, were utilized in the
production of hazelnut products with the support of a national company (FISKOBIRLIK)
and the bioactive properties of the industrially prepared products were investigated in
the presence of these peptides.

Firstly, protein isolates were produced (> 90% protein) with appropriate aqueous
extraction (alkali extraction - isoelectric precipitation) techniques, and in the following
stages, 6 different proteases (pepsin, trypsin, chymotrypsin, thermolysin, bromelain and
papain) were used to break down the hazelnut proteins via enzymatic hydrolysis. The
peptides present in the hydrolysates were evaluated for their bioactive properties (i.e.,
antihypertensive, antioxidative and antidiabetic properties). Protein hydrolysates
obtained for this purpose were fractionated using appropriate FPLC methods (i.e., anion
exchange). The sequences of those fractions which were shown to possess bioactive
properties were determined by LC-Q-TOF/MS methods, and their bioactive properties
were confirmed by appropriate in silico techniques. Hydrolyzate fractions, which have
the most effective bioactive properties, have been exploited in the production of hazelnut
products with the support of a national company (FISKOBIRLIK). Here, the main goal
was to produce value-added industrial hazelnut products with suppressed allergenic
properties and preserved bioactive properties. Hazelnut products (hazelnut butter and
cocoa hazelnut cream) produced under industrial conditions were subjected to simulated
gastrointestinal digestion in our University laboratories. Digested fractions were also re-
evaluated for bioactive properties (particularly in vitro antihypertensive activity). After the
digestion step, the peptide profile was analyzed by appropriate HPLC techniques.

Based on these studies, hundreds of peptide sequences that have the potential to be
bioactive have been determined. The antihypertensive, antioxidative and antidiabetic
properties of the fractions containing these peptides were evaluated and some of the
most effective fractions were used in industrial trials. Based on these studies, besides
evaluating the bioactive properties of hazelnut peptides, the use of fractions containing
bioactive hazelnut peptides in food products, the stability of these peptides in the
products they are added to, and the preservation of activity in the digestive processes
were evaluated.

Keywords: Hazelnut; bioactive peptides; enzymatic hydrolysis; antihypertensive activity;
hazelnut butter and hazelnut cream with cocoa.
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Sonu¢ Raporu Ana Metni
1. GIRIS

Artmakta olan dinya populasyonu kaynaklarin dogru kullaniimasini gerektirmektedir.
Nufusun artmasina paralel olarak gida, o6zellikle nitelikli gida Grana talepleri de
artmaktadir. Gidalara nitelik katan baslica degerli bilesenlerin arasinda protein mutlaka
sayllimalidir. Protein Uretimi gerek dogal kaynaklarin kullanimi, gerekse de tuketiciye
yansiyan maliyetler baglaminda maliyetli/pahali bir prosestir. Ozellikle hayvansal
proteinlerin Uretim maliyetlerinin ylksek oldugu hem (Ureticiler, hem de tiketiciler
tarafindan iyi bilinen bir gergektir. Kaynaklarin kullanim etkinligi agisindan, hayvansal
proteinin maliyeti olduk¢a yiksektir. Yaklasik olarak 100 g bitkisel protein kullanilarak
beslenen besi hayvanlarindan 15 g protein elde edildigi bilinmektedir. Onimuzdeki
yillarda bitkisel protein kaynaklarinin artan bir yogunlukla degerlendiriimesi
beklenmektedir.

Bu verilere paralel olarak, dinyanin birgok Ulkesinde bitkisel protein Uretimine yonelik
yatirimlar s6z konusudur. Mevcut durumda butin dinyada en yaygin olarak kullanilan
bitkisel protein drunleri soya bazhdir. Bununla birlikte bezelye dahil olmak uzere
alternatif kaynaklara yonelis strmektedir. Dini, felsefi vb yaklasimlar da bitkisel
proteinlerin cazibesini birgok ulke ve toplulukta arttirmaktadir. Mevcut durumda, global
bitkisel protein Uretimini gida endustrisi kolaylikla kullanmakta ve genel poptlilasyonun
kullanmasi igin (evsel kullanim vs) ¢ok fazla Grin geriye birakmamaktadir. Dolayisiyla
zaman icinde artan miktarlarda ve gesitlilikte protein Urtnlerinin de piyasaya ¢ikabilecegi
anlasiimaktadir.

Protein hidrolizatlarinin da global piyasa degeri guinumuzde artig gostermektedir. Bu
drtnlerin katilmasi gida Urdnlerinde ve diger endistriyel Granlerde iyilesen dokusal
Ozellikler, kivam, ¢dzunurlik ve kdpuk olusumu gibi teknik 6zelliklere baghdir. Bununla
birlikte “biyoaktif peptitler” olarak adlandirilan insan sagligina olumlu fizyolojik katkilar
saglama potansiyeli olan peptitler ve bunlari igceren hidrolizatlar da 6zellikle fonksiyonel
gidalar baglaminda karsilik bulabilmektedir.

Biyoaktif peptitler gida Urinlerinde Uretim sireglerinin etkisiyle ya da mikrobiyal ya da
enzimatik ajanlarin etkisi ile olusabilmektedirler. Bu ¢alismada enzimatik muamelelerin
etkisi ile biyoaktif peptitlerin olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amaca yonelik olarak ticari
degeri nispeten disuk bir yan drin olan findik posasi alinmis ve findik protein
izolatlarinin GUretiminde kullaniimistir. Bu izolatlardaki proteinler enzimatik yontemlerle

pargalanarak bir dizi hidrolizat elde edilmistir. Caligsma kapsaminda modern
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fraksiyonlama teknikleri ile fraksiyonlara ayrilan hidrolizatlarin biyoaktif 6zellikleri uygun
in vitro testler ile incelenmis ve bu asamalarda biyoaktivite gosteren peptit/hidrolizat
fraksiyonlari sonraki proje ¢alismalarina baz teskil etmistir.

Buna bagli olarak biyoaktif fraksiyonlarin peptit dizilimleri belirlenmis, bulunan dizilimlerin
aktif ozellikleri uygun similasyon teknikleri ile dogrulanmis ve bu slregler sonunda
maksimum biyoaktivite gosteren fraksiyonlar gida denemelerinde degerlendirilmistir.

Bu asamaya elde edilen bulgular, ekibimizin 6nceki ¢alismalarinda ydritilmads olan
similasyonlar ile tutarli sonuclar vermistir (Gulseren, 2018). Ozellikle ACE-6nleyici

aktivitesi olan fraksiyonlarin degerlendirilmesi hususuna énem verilmigtir.

Ulusal bir firmamizin (FISKOBIRLIK) destegi ile biyoaktif findik peptitleri yine findik
drtnlerinin (findik ezmesi ve kakaolu findik kremasi) icine konularak bu Urinlerdeki
performanslari incelenmistir. Bu drtnlerde peptitlerin makul dlgiide kararlilik gdsterdigi
ve enzimatik parcalanmanin alerjenik Ozelliklerin  kismen vya da tamamen
baskilanmasina sebep oldugu gézlenmistir.

Mevcut veriler de@erli bir kaynagimiz olan findigin fonksiyonel gidalara yonelik olarak
protein konsantre, izolat ve hidrolizat bilesenlerinin kullaniminin birgok yeni kullanim
alani ortaya ¢ikarabilecedini, findik yagi disindaki bilesenlerin de (érnegin, protein) bu
baglamda degerlendirilebilecegini ve 6zellikle alerjenik 6zelliklerin baskilanmasina uygun
yontemlerle findik ya da findik bilesenlerini iceren endustriyel trlnlerin global alanda
onem kazanabilecegini disundurmustur. Ekibimiz sonraki c¢alismalarinda hem gida
Uretiminde, hem de diger sektdrlerde katma degerli findik ve protein bilesenlerinin katma
degerlendirilmesi ile ilgili galismalarina devam edecektir. Projenin getirdigi donanim ve
olanaklar sayesinde, proje ylraticisunin 1 YL 6grencisi de benzer calismalari (gida
dretimi disinda) ¢orek otu proteinleri ve peptitleri alaninda yuratmdstir. Bu ¢calismalar ile
ilgili bulgular da mevcut rapor kapsaminda bilgilerinize sunulmaktadir. Bu baglamda
projede 2 tanesi resmi TUBITAK bursiyerleri olmak tzere 3 farkli YL dgrencisi tezlerini
tamamlamigtir. Ayrica boliumUmudzin laboratuvar koordinatord Bilal Cakir (MS,

Biyokimya) bu alandaki tecrtibelerini arttirma olanagi bulmustur.
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2. LITERATUR OZETi

2.1 Bitkisel Kaynakh Gida Atiklari ve Yan Uriinlerinin Degerlendirilmesi

Gida isleme prosesleri sonucunda, blylk bir kismi ¢evre kirliligine neden olan ya da
ekonomik degeri az olan hayvan yemi ve gubre gibi Urlnlere doénustirilen blyuk
miktarlarda atik ve yan drtnler olusmaktadir (Yagci vd., 2006). Dinya genelinde her yil
insan tuketimi icin Uretilen gidalarin Ugte biri atik olarak harcanmaktadir (Pleissner ve
Kin, 2013). Gida ve Tarim Orglti (FAO) tarafindan 2013 yilinda yapilan arastirmaya
gore atilan gida miktari 1.3 milyon ton olarak belirlenmistir (Topkaya, 2017). Bu miktarin
icerisine tahillar, kokler, yagh tohumlar, bakliyatlar, meyve ve sebzeler, et, deniz trlnleri,
sut ve yumurta dahil olmak Uzere tim gidalar dahildir (Pleissner ve Kin, 2013).
Avrupa’da toplam gida atik ve yan Urdnlerinin yizde dagihmi; % 42 evsel atik, %39 gida
dretim ve isleme sanayi, % 14 catering sektéri ve % 5 toptan ve perakende sektoru
kaynaklidir (FAO, 2013). Avrupa’da kisi bagina dusen yillik gida atik miktarinin ise 280-
300 kg'a ulastigi belirtimektedir (FAO, 2013). TUIK 2011 verilerine gore Tlrkiye’'nin
toplam atik miktarinin 25.8 milyon ton olarak oldugu belirtiimektedir (Topkaya, 2017).

Dinya ndfusunun giderek artmasiyla birlikte gida atik ve yan drin miktarlarinin da
artacagi 6ngorulerek insan sagligi, cevre kirliligi ve ekonomi agisindan bunlarin dogru bir
sekilde degerlendiriimesi giderek 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle acgiga c¢ikan bu
atiklarin degerlendiriimesi hem ekonomik agidan hem de cevre Kkirliliginin 6nlenmesi
acgisindan olduk¢ca 6nemlidir. Gida atiklarinin degerlendiriimesi konusunda yapilacak
calismalar, c¢evre Kkirliliginin ©onlenmesine, gidalarin zenginlestiriimesine, degerli
bilesenlerin insan metabolizmasina girmesine, katma deder olusturularak ekonomiye
katki saglanmasina ve gida sanayinin gelismesine katki sunacagindan onem arz
etmektedir (Yagci vd., 2006).

Avrupa Birligi’'nin izledigi atik yonetimi yaklasimi yalnizca atiklari yonetmekten ¢ikmis
olup kaynaklarin geri kazanimini da icermektedir. Avrupa Birligi, “daha azla daha fazla
yapmak” anlayisini benimseyerek atiklari édnemli bir kaynak olarak gérmektedir ve
atiklarin geri donisimu ve geri kazaniminda cgesitli uygulamalara sahiptir (Veral ve
Yigitbasioglu, 2018). Cevre politikasi AB'de 1970’lerden itibaren olusmaya baslamistir
ve cesitli ilkeler dogrultusunda belirlenen ¢evre politikasi ile ¢evre eylem programlari
olusturularak ve bu programlar ¢cergevesinde hareket edilerek bilingli bir gcevre politikasi

belirlenmigstir (Cokgezen 2007). Son donemdeki en 6nemli gelismelerden biri ise 2 Aralik
3
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2015 tarihinde atik yonetimi ile ilgili kapsamli bir eylem planini iceren Dongusel Ekonomi
Paketinin Avrupa Komisyonu tarafindan kabul edilmesi olmustur (Veral ve Yigitbasioglu,
2018). Dongusel Ekonomi (Circular Economy) yeni bir uUretim sistematigidir ve Avrupa
Komisyonu bu sistematikle Avruapa’nin  surdirilebilir  ekonomik  buyUmeyi
hizlandirmasini ve kiresel rekabetteki yerini saglamlastirmasini beklemektedir (EC,
2015). Komisyonun bu paketi agiklamasi ayni zamanda 2030 Surdurilebilir Kalkinma
Gundemindeki hedefleri uygulamaya yonelik de bir adimdir (EC, 2015). Ddngulsel
ekonomi AB i¢in daha akilli, kapsayici bluyime 6ngdren ve strdirdlebilir bir Avrupa 2020
Stratejisi icin kaynak verimliligi saglayacak bir sistemdir (Veral ve Yigitbagioglu, 2018).
Avrupa Birligi'nin ¢evre politikasinin ilkeleri; butinleyicilik ilkesi, yiksek seviyede koruma
ilkesi, ihtiyat ilkesi, 6nleme ilkesi, kaynakta dnleme ilkesi ve kirleten dder ilkesi olarak
siralanabilir (Cokgezen, 2007). Butinleyicilik ilkesi diger politikalar ile cevre korumasinin
entegrasyonunu; yuksek seviyede koruma ilkesi toplulugun tim kurumlarinin (Avrupa
Komisyonu, Avrupa Parlamentosu ve Avrupa Konseyi) cevre politikalarini dikkate alarak
karar almalarini; ihtiyat ilkesi alinacak kararlarin ¢evreye etkisinin test edilmeden 6nlem
alinmasini; 6nleme ilkesi zarara ugramadan 6nce Onlem alinmasini; kaynakta onleme
etkisi; cevreye olacak zararin kaynaginda onlenmesini; kirleten 6der ilkesi ise; temel tas
bir ilke olup kirletenlere neden olduklari Kirlilik ve mucadelenin bedelinin ddetilmesini
icermektedir (Cokgezen, 2007).

AB’de 1992’ye kadar cevre ile ilgili FEOGA (Avrupa Tarimsal Yoénlendirme ve Garanti
Fonu), FSE (Avrupa Sosyal Fonu) ve FEDER (Avrupa Boélgesel Kalkinma Fonu)
fonlarinin  kullanildid1 gérulmektedir. Daha sonra bu fonlara uyumlastirma fonu
(Maastrich Anlagsmasi) da eklenmistir (Cokgezen, 2007).

Gida atiklarinin besin degerinin oldukca zengin oldugu son yillarda yapilan ¢alismalarla
anlasiimistir.  Ozellikle protein igerigi ylksek bitkisel kaynakli gida atiklarinin
degerlendiriimesine yonelik calismalara son yillarda agirlik verilmektedir (Gérglg, 2018).
Bu atiklardan bazilari piring kepegi, yulaf kepegi, aygicedi kuspesi, yulaf kispesi ve
bugday kepegidir (Gao, Smith ve Tsompo, 2014; Hanmoungjai, Pyle ve Niranjan, 2001).
Yapilan galismalarda meyve ve sebzelerin kabuk, cekirdek ve sap gibi kisimlarinin
degerli biyoaktif bilesenler icerdigi ve besin degerlerinin ylksek oldugu belirtiimektedir
(Tuna, 2015). Ornegin portakal kabugundaki fenolik bilesenlerin kabuksuz portakala
gore % 15 daha fazla; elma, seftali ve armut meyvelerinin kabuklarindaki fenolik
bilesenlerin meyve kismina gére 2 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Gorinstein vd.,
2002).
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Cevre kirliligi ve artan populasyonun gida kaynaklarini sinirlandirmasi, atiklar ve yan
drtnlerin degerlendiriimesi sonucu elde edilecek ekonomik kazanclar, endustriyel gida
atiklarinin degerlendiriimesini bir gereklilik haline getirmektedir (Tuna, 2015). Yag
ekstraksiyonu sonrasi yagl tohum posalarinda proteinler oldukga konsantre olur ve
protein iceriklerinin % 60’a kadar ¢ikabilecegi ucuz yan UrlUnlerden protein drunleri
uretilebilir. Ekonomik nedenlere ek olarak, yaglh tohum posalarindan protein Urlnlerinin
dretimi, yan UGrdnleri azaltma yoluyla c¢evresel sorunlarin ¢ézimine de katki
saglayacaktir (Coskun vd., 2019).

Bu projede, gida sanayi yan Urlnlerinden olan findik ve ¢orek otunun soguk preslenmesi
ile yag eldesi sonucu agiga cikan posalari dederlendirmek amaciyla bitkisel protein
izolatlar1 ve hidrolizatlarinin biyoaktif 6zelliklerinin arastiriimasi amaglanmaktadir.

2.2 Soguk Pres Yontemi ile Yag Eldesi

Yagh tohumlardan yag elde etme yéntemleri arasinda ¢oziclu ekstraksiyonu, mekanik
yontemler, enzim destekli ekstraksiyon, ylksek basing ekstraksiyonu, damitma, hidrolik
pres gibi birgok farkli metot kullaniimaktadir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles, 2018). Mekanik
yontemler genellikle yag icerigi % 20’nin Ustinde olan yagh tohumlarin islenmesinde
kullaniimaktadir (Zuorro vd., 2014). Proses, uygulanan sicakliga bagli olarak sicak veya

soguk presleme olarak adlandirilir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles, 2018).

Cozlicu kullanillarak uygulanan ekstraksiyon yontemleri toksik atiklar olusturma
potansiyeline sahiptir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles, 2018). Bu nedenle yiiksek kalitede
yag drunleri Uretme ve cevre koruma dustnceleri mekanik yéntemlerin kullanimina
sebep olmaktadir (Richter vd., 1996). Ayrica presleme yontemi ile yagd eldesi prosesinin
bir yan UrGnu olarak protein bakimindan zengin pres keki elde edilmektedir (Singh ve
Bagale, 2000). Presleme yonteminde, ¢Ozlcl ektraksiyonu yontemi kadar yuksek
verimle yag elde edilememesi bu yéntemin dezavantajidir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles,
2018). Ham maddenin soyulmasi, kurutulmasi, ¢ézicu ile ya da enzimatik olarak
islenmesi gibi 6n islemler ve besleme hizi ve sicaklik gibi islem parametreleri yad verimi

acisindan buyuk rol oynamaktadir (Savoire, Lanoiselle ve Vorobiev, 2013).

Soguk presleme ydnteminde ham maddelere isil igslem uygulanmadigindan oksidatif
kalitesi yiiksek yag Urinleri elde ediimektedir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles, 2018). Bitkisel
yaglarin insan metabolizmasindaki ana fonksiyonlarina ek olarak igerdikleri biyoaktif
bilesenleriyle insan sagligina olan olumlu katkilarindan dolayi soguk pres yoluyla Gretilen
bitkisel yagdlara tuketici ilgisi gittikge artmaktadir (Matthous ve Bruhl, 2003).
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Ozetlemek gerekirse soguk pres yag Uretim teknikleri; basit, ekolojik, disik maliyetl,
zararli organik ¢ozlici gerektirmeyen ve ylksek kalitede urin eldesi saglayan bir
yontemdir (GUrpinar, Geggel ve Tasan, 2011). Ancak ham maddeden elde edilen yag
verimi disUktir ve Urin standardini yakalamak zordur (imer ve Tasan, 2018).

2.3 Amino asitler

Amino asitler, yapilarinda hem amino grubu (NH2) hem de karboksil grubu (COOH)
icerirler. Dogada 300 kadar farkli amino asit bulunmaktadir. Bunlarin iginden proteinlerin
yapisal Unitelerini olusturan 20 amino asit, standart amino asitler olarak bilinmektedir
(Biligli, 2009). Standart amino asitler, a-karbon atomuna baglanmig bir amino grubu ve
bir karboksil grubu icerirler. Fizyolojik pH degerinde amino grubu pozitif yudklidur;
karboksil grubu ise negatif yukludar. Standart amino asitler, U¢ harfli kisaltmalar ve tek
harfli sembollerle gosterilirler (Altinisik,1998). Amino asitlerin 6zellikleri R grubuna bagl

olarak degismektedir.

Genel olarak amino asitlerin cogu suda ¢ozundukleri halde alifatik (Ala, Leu, Met, Pro)
ve aromatik (Phe, Trp, Tyr) amino asitler hidrofobik 6zellik gdsteren gruplari
tasidiklarindan sudaki ¢oziunarlukleri sinirhdir. Ortama asit veya baz eklenmesiyle
ortamda tuz olusumu saglandiginda bu amino asitlerin ¢ozunuarligu artmaktadir.
Ortamda diger amino asitlerin bulunmasi da ¢6zinurliglu desteklemektedir. Amino
asitler alkollerdeki ¢ozinarlikleri dusuk olup diger eter, kloroform ve aseton gibi non-
polar organik ¢dziculerde ¢dézinmemektedirler. Amino asidin ¢esidine bagli olarak etil
alkolde ¢dziinirliik derecesi degismektedir. Ornegin, prolin ve hidroksiprolin etanolde iyi
¢ozlnur. Amino asitlerin alkolde ¢oziunurlik derecelerinin dislik olmasi polar
Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Bilisli, 2009).

Asidik ve bazik karakterleri bir arada tasiyan bilesikler amfoter olarak adlandiriliriar.
Amino asitler ¢ozelti pH degerine bagl olarak asit, baz veya zwitterion (i¢ tuz) seklinde
davranmaktadirlar. Bu nedenle amino asitler amfoter 6zellik gdsterirler. Amino asidin
zwitterion sekline gectigi pH degerine izoelektrik nokta adi verilmektedir. Her amino asit
icin izoelektrik noktada pH degerleri farklilik gostermektedir. Amino asitler, izoelektrik
nokta degerinden yuksek pH ortaminda anyon, dusuk pH ortaminda ise katyon
seklindedir.

Amino asitler maksimum UV absorbsiyonunu farkli dalga boylarinda gosterirler.
Aromatik amino asitler 200-230 nm ve 250-290 nm dalga boylarinda maksimum UV
absorbsiyonunu gdstermektedirler. Protein ve peptitlerin tayinlerinde 280 nm’de alinan

absorbsiyon degerleri kullaniimaktadir.
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2.4 Peptitler
Peptitler, amino asitlerin polimerleridirler. Kuramsal olarak, bir amino asidin a-karboksil
grubunun OH’i ile diger amino asidin a-amino grubu aralarinda su vererek peptit bagi

olustururlar.

Peptit bagi, bir amino asidin a-karboksil karbonu ile bir baska amino asidin a-amino
azotu arasinda olusur. Peptit bagdi kovalent bir bag olup olduk¢a kuvvetlidir. Peptit yapisi
iki amino asitten olusuyorsa dipeptit, (i amino asitten olusuyorsa tripeptit, cok sayida
amino asitten olusuyorsa polipeptit adini almaktadir. Proteinler, ylzlerce amino asitten
olusan polipeptitlerdir (Altinisik,1998; Bilisli, 2009).

Bir peptit dizisindeki amino asitler, genellikle amino asit kalintilari olarak adlandirilirlar.
Peptidin a-karboksil grubuna sahip amino asit kalintisi bulunan ucuna C-terminal ug,
serbest a-amino grubuna sahip amino asit kalintisi bulunan ucuna ise N-terminal ug
denilmektedir (Altinisik,1998).

Biyolojik dneme sahip pek c¢ok peptit bulunmaktadir. Bazi peptitler proteinlerin kismi

hidrolizinden meydana gelirken bazilar ise 6zel peptitlerdir.

2.4.1 Biyoaktif peptitler

Biyoaktif peptitler kisaca vicut fonksiyonlari tUzerinde olumlu etkisi olan, proteinlerin
spesifik parcalanma Urinleri olarak tanimlanmaktadir. Bir diyet bileseninin biyoaktif
olarak kabul edilebilmesi igin fizyolojik olarak &lgulebilir bir biyolojik etki saglamasi
gerekmektedir. Bu biyoaktivitenin toksisite, alerjenite ve mutajenite gibi potansiyel olarak
zararli etkilerin diginda, saghdi olumlu etkileme potansiyeline sahip olmasi
gerekmektedir (Moller vd., 2008). Biyoaktif peptitler, amid veya peptit baglari olarak da
bilinen kovalent baglarla baglanmig amino asitlerden olugan organik maddeler olup
hormon veya ilag benzeri aktiviteler gosterebilirler. Peptitler, sentetik olarak ya da dogal
proteinlerin fermentasyonu ve enzimatik hidrolizi ile Uretilebilirler. Biyoaktif peptitlerin
protein kaynagindan enzimatik hidroliz yolu ile Uretiimesinde bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal kdkenli proteolitik enzimler kullaniimaktadir. Biyoaktif peptitlerin Gretimi igin en
¢ok kullanilan enzimler arasinda hayvansal kdkenli pepsin, tripsin, kimotripsin ve bitkisel
kokenli bromelain, papain ve fisin proteazlari bulunmaktadir. Bunlarin diginda alkalaz,
termolisin gibi mikrobiyal kdkenli proteolitik enzimler de sik¢a kullaniimaktadir (Anusha
ve Bindhu, 2016; Ohata vd., 2016; Pihlanto-Leppala, 2000).

Peptitlerin  biyoaktiviteleri, proteinlerin yapisindan koparildiktan sonra fizyolojik

modulatérler olarak hareket edene kadar gizlidir. Bir peptidin kimyasal yapisi ve
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aktivitesi arasindaki iliski tahmin edilememekle birlikte aktivite amino asit sekansi, N ve
C-terminal amino asidin tirQ, peptit zincirinin uzunlugu, peptiti olusturan amino asitlerin
yuk ve polaritesi gibi 6zelliklerle iliskilendirilir (Li ve Yu, 2015).

Genellikle 2-20 amino asitten olusan biyoaktif peptitler bazi durumlarda daha fazla
amino asit icerebilir. Sindirim sisteminde enzimatik hidrolizle ortaya cikabilen biyoaktif
peptitler kan dolagimina gegerek sistematik faydalar saglayabilirler. Biyoaktif peptitler
amino asit dizilimlerine bagh olarak antimikrobiyal, antioksidan, antidiyabetik,
antihipertansif gibi 6zelliklere sahip olabilmektedirler. Bazi biyoaktif peptitler
multifonksiyonel olup birden fazla fonksiyonel fayda saglayabilirler (Erdmann vd., 2007;
Harnedy ve FitzGerald, 2012). BIOPEP adinda bir veri tabaninda 3796 farkl fonksiyonel

onemi olan peptit bildirilmigtir.

2.4.2 Proteolitik Hidroliz ve Enzim Dig1 Yontemler

Biyoaktif peptitler; bitkilerden, hayvanlardan ya da mikroorganizmalardan gelen
proteolitik enzimler kullanilarak in vitro enzimatik hidrolizle, gastrointestinal sindirim
simule edilerek in vivo enzimatik hidrolizle, kultirler kullanilarak fermentasyon yoluyla ve
kimyasal sentez yoluyla (enfuvirtid vb.) Uretiimektedir (Agyei ve Danquah, 2011). Bu
yontemler kombine bir sekilde de kullanilabilmektedir (Chakrabarti, Guha, ve Majumder,
2018). Hidrolizden sonrasi izolasyon ve saflastirma asamalari gergeklestirilerek biyoaktif
peptitler elde edilmektedir (Agyei ve Danquah, 2011).

Gida proteinlerinden biyoaktif peptitlerin Uretilmesinde kullanilan en yaygin yontemler,
enzimatik hidroliz veya fermantasyon olmakla beraber, enzimatik hidroliz daha ¢ok
kullanilmaktadir (Lee ve Hur, 2017). Enzimatik hidroliz, Ozellikle gida ve ilag
endustrisinde, organik ¢dzicl ve toksik kimyasallar icermemesinden dolayi tercih
edilmektedir (Kim ve Wijesekara, 2010). Bu nedenle protein materyalinden belirli bir
sicaklik ve pHda enzimatik hidroliz yoluyla protein hidrolizatlarinin hazirlanmasi

gunumuzde énemli bir aragtirma alani olmustur.

Proteinlerin enzimatik hidrolizi; amino asitlerden ve peptitlerden proteinleri olusturan
peptit baglarinin bélinmesiyle gerceklesmektedir. Elde edilen hidrolizat ise amino asit ve
peptit karisimindan olugmaktadir (Ulagesan, Kuppusamy ve Kim, 2018). Gida kaynakli
proteinlerin enzimatik hidrolizi sirasinda biyoaktif peptitlerin salinimini; protein tipi ve
konsantrasyonu, enzim hazirlama ve konsantrasyonu, ¢6zlcu, pH ve iyonik kuvvet gibi
icsel faktorler ya da sicaklik ve basing gibi digsal faktorler etkileyebilmektedir

(Nongonierma vd., 2017). Ornegin; peptit baginin béliinebilmesi igin enzimin segiciligi,
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pH veya substrat konsantrasyonuyla baglantili olabilir (Butre vd., 2015). Bu nedenle
etkili biyoaktif hidrolizatlarin olusumu icin ¢ok faktoérlii deney tasarimi ve ylzey yanit
metodoloijisi ile optimum hidroliz parametreleri belirlenebilmektedir (Contreras vd., 2011).

Gida proteinleri genellikle tripsin, pepsin, kimotripsin, bromelain, fisin veya papain gibi
enzimler kullanilarak hidrolize edilir (Chakrabarti, Guha, ve Majumder, 2018). Bitkisel ve
hayvansal kaynakl yaygin olarak kullanilan enzimler a-kimotripsin ve papain enzimleridir
(Kim ve Wijesekara, 2010). Bazi calismalarda ndétraz, termolisin, pepsin, alkalaz,
pronaz, karboksipeptidaz A ve tripsin enzimlerinin proteolitik hidroliz i¢cin uygun olan pH
ve sicaklik kosullari altinda oldugu belirtiimektedir. Yaygin olarak kullanilan mikrobiyal
kaynakli proteazlar, laktik asit bakterilerinden olan Bacillus spp. ve Bifidobacterium'dan
elde edilmektedir (Pedroche vd., 2007). Mikrobiyal kaynakli proteazlarin diger
kaynaklardan elde edilen proteazlara karsi bazi avantajlari bulunmaktadir. Minimum
besin ihtiyaci ve olgunlasma suresinin kisa olmasi nedeniyle mikroorganizmalari
yetistirmek nispeten daha az maliyetlidir; ikincisi 6zellikle LAB bakterileri olmak Uzere
¢ogu mikroorganizmanin proteazlari hicre zarindan alindigi icin saflastirma nispeten
daha az maliyetlidir; son olarak ise mikrobiyal kaynakli proteazlar dogada bulunan
mikroorganizmalar kadar cesitlidir (Gobbetti, Smacchi ve Corsetti, 1996). Kullanilan
enzim turine bagli olarak peptit dizileri ve biyolojik etkinlikleri degisebilmektedir. Bununla
beraber hidroliz derecesinin iyi bir dizeyde olmasi igim ise enzim/substrat orani dikkate
alinmasi gereken énemli bir faktérdir (Mojica ve Mejia, 2017). Kisa peptit zincirleri
iceren hidrolizatlarin Uretiimesinde, enzimlerin optimum pH ve sicakliklarina bagli olarak,
birden fazla proteolitik enzim kullanilabilmektedir (Khiari, Ndagijimana ve Betti, 2016).
Elde edilen hidrolizatlarin biyolojik aktiviteleri degerlendirildikten sonra en guglu
sekanslarin bulunmasi amaciyla saflastirma ve tanimlama islemleri gergeklestirilir
(Chakrabarti, Guha, ve Majumder, 2018).

Enzimatik hidroliz; yliksek Grin kalitesi ve verimi, son Urinde kalinti toksik kimyasallarin
ve organik ¢ozlculerin bulunmamasi, istenmeyen Urun miktari dusuklugu ve ihmh
reaksiyon kosullariyla kimyasal senteze goére avantajlara sahiptir (Sarmadi ve ismail
2010). Ayrica reaksiyon suresinin daha kisa olmasi, dlgulebilirliginin kolayligi ve daha
ongorilebilir olmasi nedenleriyle mikrobiyal fermantasyondan daha fazla tercih

edilmektedir (Sangsawad, Roytraku ve Yongsawatdigul, 2017).

Mikrobiyal fermentasyon, bazi bakteri veya mayalarin blyudikge proteinleri enzimleriyle
hidroliz etmeleri icin protein substratlari Gzerinde kultirlenmesini icermektedir. Hidrolizin
derecesi ise kullanilan susa, protein tipine ve fermantasyon siresine baghdir. Elde

edilen protein hidrolizatlarinin islevselligi ise mikroorganizmalarin farkli proteolitik
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enzimlere sahip olmalarindan dolay farklilik gostermektedir (Daliri, Oh ve Lee, 2017).
Kullanilan mikroorganizmanin proteolitik potansiyelini arttirmak igin ekim kosullari kontrol
edilebilir (Marugg vd., 1995).

Sonug olarak gida proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptit sayisi; enzim tipi ve
kullanilan mikroorganizma(lar) gibi faktérlerin optimize edilmesiyle ya da mikrobiyal
fermantasyonun enzimatik hidroliz ile birlestiriimesiyle artirilabilir. Enzimatik hidroliz
reaksiyon ortami, enzimlerin optimum pH ve sicakliklarina gére ayarlanmasiyla
reaksiyonda bir dizi enzim kullaniimasi mumkinddr (Agyei ve Danquah, 2011).
Enzimatik hidroliz sirasinda potansiyel biyoaktif peptitlerin saliniminin arttinimasiyla
daha yuksek biyoaktif etki elde edilebilmektedir. Cérek otu proteinlerini hidrolize etmek
amacliyla ¢calismamizda, sahip oldugu Ustunlikler nedeniyle enzimatik hidroliz yontemi

kullaniimigtir.

2.4.3 Antihipertansif peptitler

Anjiyotensin |-donastirict enzim (ACE) yogun olarak glikozidik baglar iceren,
membrana bagh bir ¢inko metalloproteazidir. ACE, atardamarlardaki kan basincini, su
ve tuz dengesini belirleyen renin-anjiyotensin sisteminde 6nemli bir role sahiptir. Bu
enzim, anjiyotensin | hormonunu, bir damar daraltici (vazokonstriktdr) olan anjiyotensin
Il hormonuna cevirir ve buna ek olarak; bradikinin ismiyle bilinen peptidi de yikima
ugratarak, bu peptidin damar genigletici (vazodilatér) fonksiyonunu engeller. Bu sekilde,
ACE, tansiyonu yukseltir ve kandaki sivi ve tuz dengesini belirler (Hartmann & Meisel,
2007; Vermeirssen vd. 2004).

Anjiyotensin 1-déndstirict enzim (ACE) o6nleyici peptitler, hipertansiyonu disirme
potansiyeli olan biyoaktif peptitlerdir. ACE o6nleyici peptitler, biyoaktif peptitler arasinda
Uzerinde en c¢ok calisma yapilan alandir (lwaniak vd., 2014). Bir ACE inhibe edici
peptidin potansiyeli genellikle, ACE aktivitesinin % 50 inhibe edilmesini saglayan peptit
konsantrasyonuna esdeger olan ICso degeri seklinde ifade edilir. ACE inhibe edici
aktivite, bir ACE inhibisyon gdstergesi veya tanimlanmis bir inhibitér peptit
konsantrasyonu ile elde edilen inhibisyon ylizdesi olarak da ifade edilebilir (Murray ve
FitzGerald, 2007).

Besin kaynakli ACE inhibe edici peptitlerin yapi-aktivite iliskisi henliz tam olarak
belirlenememis olmasina ragmen, bir ACE inhibe edici peptidin nihai potansiyelini
etkiledigi gériinen birgok yapisal ézellik tanimlanmigtir. Ornegin bazi anyonik peptitler,
ACE’de bulunan cinkoyu sellatlamasina bagl olarak inhibisyon saglayabilir (Aluko,

2015). Gugld bir antihipertansif aktivite igin peptit sekansinda bazi amino asit
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kalintilarinin varhgi ve pozisyonunun kritik oldugu digunulmektedir. Ruiz vd. (2004) bir
C-terminal Leu'nun ACE inhibe edici potansiyelin artmasina 6nemli o6lglide katkida
bulunabilecegini ileri surmustir. Nakamura vd. (1995), Val ve lle gibi dalli amino asitlerin
varhginin ACE aktivitesinin inhibisyonu icin édnemli oldugunu ve termolisin ile hidroliz
edilen proteinlerin, terminal boélgesinde bu dalli amino asitleri igceren peptitleri Gretme
sansini arttiracagini bildirmistir. ACE monekdiline baglanma, substratin veya inhibitoérin
C-terminal tripeptit dizisinden kuvvetli bir sekilde etkilemektedir. Birgcok c¢alismada
tripeptitlerin ACE inhibitérleri olarak dipeptitlerden daha glglu aktivite géstermistir. ACE,
u¢ C-terminal pozisyonunun her birinde hidrofobik (aromatik veya dallanmis yan
zincirler) amino asit kalintilari iceren substratlarla veya inhibitérlerle daha iyi etkilesim
saglamaktadir. Dogal olarak olusan birgok ACE inhibe edici peptit, 6zellikle dipeptit ve
tripeptit inhibitorleri C-terminal ucunda Tyr, Phe, Trp, Pro veya Lys amino asitlerini
icermektedir. Peptit sekansinin C-terminalinde Pro varligi ACE inhibisyonunu
arttirmaktadir. Bu neden ile prolin amino asidi esas yapi olarak dusunulerek ilag
tasarimlari yapiimis ve gelistirilen ilk madde siksinil-L-prolin olmustur (Bayram, 2012;
Murray ve FitzGerald, 2007; Nakamura vd., 1995).

Peptit zincirinde belirli amino asitlere ait pozisyonun ACE inhibisyonuna etkisi tGzerindeki
rolind inceleyen c¢alismalar genellikle in vitro deneyler Uzerinden yaritilmas ve
istatistiksel modellemeler ile birlestiriimistir. Bu calismalardan elde edilen sonuglar, C-
terminal dizliminin ACE inhibisyonu igin énemli oldugu konusunda tutarlidir. Yine de C-
terminal aktivitesini arttirmak i¢in hangi spesifik amino asitlerin bulunmasi gerektigi
konusunda celigkiler vardir (Patil vd., 2015). Bazi ACE inhibitor peptitleri, C-terminalinde
Lys veya Arg icermektedir. Yapi-aktivite verileri, C-terminal Arg veya Lys yan
zincirlerindeki pozitif yUkla grubun, inhibe edici aktivitelerine 6nemli dlgide katkida
bulundugunu géstermektedir. Bu durum Ondetti ve Cushman (1982) tarafindan belirtilen
ACE aktif alan modeline uymamaktadir. Bu sebeple ACE inhibisyon mekanizmasinin,
normalde substratlar tarafindan isgal edilmeyen alt tabakalarla veya enzimin katalitik
bolgesinden farkli bir anyonik inhibitér baglanma bdlgesi ile etkilesimi oldudu iddia
edilmektedir (FitzGerald ve Meisel, 2000; Meisel,1993).

BIOPEP gibi bazi veri tabanlari peptitlerin potansiyelini tanimlamaya c¢alismaktadir.
BIOPEP uygulamasi, biyolojik olarak aktif peptit dizilimlerinin bir veri tabanini, protein
pargalarinda potansiyel biyolojik aktivite profillerinin olugturulmasini, proteinlerin degeri
Olclislinde kantitatif tanimlayicilarin  hesaplanmasi ve bir protein zincirinde
endopeptidazlar ile hidrolize duyarli baglarin tahmin edilmesini saglayan bir program
icerir. Ayrica alerjik ve toksik 6zelliklerin éngérilmesi igin programlar da gelistirilmistir
(Minkiewicz vd.,2008).
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BIOPEP veri tabani kullanilarak érnek bir calisma olarak iyi bilinen bir ACE inhibitora
VPP peptitinin inhibisyon mekanizmasi incelenmigtir. Bu peptitin baglanabilecegi 14
farkli amino asit oldugu ve (¢ amino asit baglantisinin (His387, His410 ve Ala 412) VPP
tripeptitine spesifik oldugu gdézlenmistir. Bu peptitle ilgili daha detayh bilgiler bélim
3.6’da verilecektir.

2.4.4 Antidiyabetik peptitler

Biyoaktif peptitlerin dnleyici ve tedavi edici 6zellikleri tzerine en ¢ok ¢alisma yapilan
hastaliklardan biri diyabettir. Diyabet 21. ylzyilin en énemli saglik problemlerinden biri
olarak kabul edilmektedir. Diyabet, pankreasin instlin dretimindeki yetersizligi veya
salgilanan insulinin etkisizligi nedeniyle ortaya c¢ikan en yaygin bulasici olmayan
hastaliktir. Dinyadaki diyabetli hasta sayisi 1980'de 108 milyon iken, 2014’te 422
milyona ¢ikmis ve 2040 yil igin bu sayinin 642 milyona c¢ikacagi tahmin edilmektedir.
(Agarwal ve Gupta, 2016; Arrutia vd., 2016; Sebokova vd., 2007). Gunumizde diyabet
tedavisinde glukoz ve kilo kontrolu saglayan inkretin bazli tedaviler gelistiriimistir. Bu
tedaviler Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) reseptor agonistleri ve dipeptidil peptidaz-
IV (DPP-IV) inhibitorleri ile saglanmaktadir. Besin aliminin ardindan bagirsaktan
salgilanan hormonlar inkretin hormon ve olusturduklar etki de inkretin etkisi olarak
tanimlanmaktadir. iki édnemli inkretin hormon, glukagon benzeri peptit-1 (GLP-Il) ve
glukoz badiml insiilinotropik peptittir (GIP). inkretinler pankreasta glukoza bagimli
instlin  salgilanmasini  artirirken,  glukagon  salgilanmasini  baskilar.  inkretin
hormonlarinin, glikoz tehdidine karsi insulin cevabina % 70’ten daha fazla katkida
bulundugu tahmin edilmektedir (Nauck vd., 2009; Holst ve Gromada, 2014).

Dipeptidil peptidaz IV (DPP-IV; EC.3.4.14.5), farkh biyolojik islemlerde yer alan ¢ok
islevli bir transmembran glikoproteindir. Prolin veya alanin kalintilarindan sonra
dipeptitleri segici bir sekilde kesen bir serin proteazdir. DPP-IV bagirsagin sindirim ve
absorpsiyon mekanizmalarinda anahtar enzimdir. Bu enzimin aktivitesi, GIP gibi
inkretinlerin yikimina neden olmaktadir. Tip-2 diyabetlilerde GLP-1'in bozulmus
saliniminin ve GIP’in hatali etkisinin bir kombinasyonu nedeniyle inkretin etkisi azalir. Bu
durum kan sekerinin artmasina neden olur ve kan damarlari ve sinirler basta olmak
uzere vucut dokusuna zarar verir. DPP-IV inhibisyonu, glukagon benzeri peptit 1’in
(GLP-1) inaktivasyonunu onler ve aktif GLP-1 oranini arttirir. Protein hidrolizatlarinda
DPP-IV’G in vitro inhibe edebilen ve in vivo kan glikoz seviyesini dislrebilen biyoaktif
peptitler Uzerine c¢alismalar yapilmaktadir (Ahren, 2007; Barnett, 2006; Mazorra-
Manzano vd., 2018).
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Lacroix ve Li-Chan (2012a) tarafindan yapilan in silico c¢alismada, 34 proteini
degerlendirmis ve DPP-IV inhibitor aktivite gosterdigi literatlr verileri ile eslesen 2256
peptit sekansi bulunmustur. Gly-Ala, Gly-Pro ve Pro-Gly en sik gorilen sekanslar olarak
bildirilmistir. Sigir eti ve somondan elde edilen kollajen ve inek sitliinden elde edilen
kazein proteinleri DPP-1V inhibitorleri Gretmek icin en ylksek potansiyeli gostermislerdir.
Sonrasinda Lacroix ve Li-Chan (2012b) tarafindan DPP-IV inhibitorlerinin dogal
kaynaklari olarak sit proteini hidrolizatlari arastirilmigtir. Calismadaki sonuglara gore, in
vitro pepsin-pankreatin sindirimi boyunca sodyum kazeinat, yagsiz sut tozu ve st
proteini konsantresi hidrolizatlarinin DPP-IV inhibisyon aktiviteleri artarken peynir alti
suyu proteini izolati (Whey Protein Isolate, WPI) hidrolizati, peptik sindirimin ardindan en
yuksek inhibitér aktivite gdstermistir. 11 farkli proteaz kullanilarak sodyum kazeinattan
uretilen hidrolizatlar, ¢cogu WPI hidrolizatindan daha ylksek inhibe edici aktivite
goOstermigtir. Farkh 11 proteaz arasindan termolisin ve Umamizyme K proteazlari en
yuksek DPP-IV inhibe edici aktiviteye sahip olan WPI hidrolizatlarini Gretmistir (sirasiyla
%51 ve %47 inhibisyon). En yuksek DPP-IV inhibe edici aktiviteye sahip sodyum
kazeinat hidrolizatlari ise termolisin ve bromelain proteazlari (sirasiyla %50 ve %47
inhibisyon) ile elde edilmistir. Bununla birlikte, arastinlan tim enzimatik muameleler
arasinda, WPI'nin peptik sindirimi en yuksek DPP-IV inhibitér aktivitesine neden

olmustur (ICso degeri 0.075 mg/ml).

2.4.5 Antioksidatif peptitler

Superoksit radikal, hidroksil radikal, hidrojen peroksit ve peroksit radikali gibi reaktif
oksijen molekilleri gidalarda ve canlilar Uzerinde de olumsuz etkilere neden olurlar.
Oksidatif stres, bu serbest radikal gruplardaki artis ve antioksidatif savunma sistemleri
arasindaki dengesizlik sonucu ortaya ¢ikar. Yapilan arastirmalarda oksidatif stresle kalp
rahatsizligi, diyabet, kanser, Alzheimer gibi birgcok rahatsizligin arasinda bir baglanti
oldugu one suriimistir. Ornegin diyabette artmis bir oksidatif stres durumu
g6zlenmektedir ve oksidatif stresin diyabette mikro ve makrovaskuler komplikasyonlara
neden oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan vurgulanmaktadir. Antioksidanlar, oksidatif
stres durumunu kontrol altina alabilir, oksitlenebilir bir substratin oksidasyonunu
geciktirebilir veya onleyebilirler (Chakrabarti vd., 2014; Li ve Yu, 2015; Unal vd., 2018:
Pisoschi ve Pop, 2015).

Butillenmis hidroksitolien (BHT) ve butillenmis hidroksianisol (BHA) gibi sentetik
antioksidanlar, dodal antioksidanlara kiyasla etkili ve disik maliyetli olduklari igin gida
endustrisinde yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Ancak bu sentetik antioksidanlarin
laboratuvar hayvanlarinda karaciger hasarina ve karsinogeneze neden olduguna dair

supheleniimekte ve bu nedenle gida katki maddesi olarak kullanimlari kisitlanmigtir.
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Birgcok antioksidan, gidalar da dahil olmak Uzere dogal ham maddelerden izole
edilmektedir. Peptitler ve amino asitlerin, pro-oksidatif metal iyonlarinin baglayici etkileri
nedeniyle antioksidan &zellikleri bulunmaktadir. (Chen vd., 2007).

Peptitlerin antioksidatif etkisi daha c¢ok peptitlerin yapilari, hidrofobik &zellikleri ve
elektron transferi ile iliskilendiriimektedir (Lemes vd., 2016). Peptitlerin sahip olduklari
antioksidan aktiviteler, icerdikleri amino asitlerden kaynaklanmaktadir. (")rnegin, tirozin,
fenilalanin ve triptofan gibi aromatik amino asitlerin ve kikirt igeren bir amino asit
sisteinin antioksidan aktiviteleri protonlari serbest radikallere verme yeteneklerinden
kaynaklanmaktadir. Lizin, arjinin gibi bazik amino asitlerle, aspartik asit, glutamik asit
gibi asidik amino asitler metal iyonlari ile selat olusturma yetenegine bagh olarak
antioksidan aktivite sergilerler. Bazik bir amino asit olan histidinin, imidazol halkasi
nedeniyle hem radikal temizleyici hem de metal selatdr gibi davranabilecegi bildiriimigtir.
Peptit yapisinda bulunan amino asitlerin yani sira bu amino asitlerin peptit sekansindaki
yerleri de antioksidatif etki Gizerinde 6énemlidir. Ornegin N-terminal ucunda prolin iceren
peptitlerin linoleik asidin oksidasyonunu engellemekte ¢ok daha etkin oldugu, N-terminal
ucunda histidin iceren peptitlerin gicli metal selatlama yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir (Arcan ve Yemenicioglu, 2007; Chen vd., 1995)

2.5 Protein ve peptitlerin saflagtiriimasinda kullanilan kromatografik yontemler
Genel olarak, biyolojik molekullerin saflastirmasi icin hedef bilesigin fiziksel, kimyasal
veya biyolojik 6zelliklerine gore uygun olan kromatografik yontemler segilir. Proteinlerin
saflastirmasinda molekuler buyuklik ve kitleye goére ayrim yapilacaksa jel filtrasyon
kromatografisi, proteinlerin tasidiklari net ylklere gére ayrim yurGtilecekse iyon degisim
kromatografisi, biyolojik aktivite 6zelliklerinin s6z konusu oldugu durumlarda affinite
kromatografisi ve polariteye gore ayrim tasarlandiginda ters faz kromatografisi veya
hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemlerinden yararlaniimaktadir (GE Healthcare,
2010). Kolon kromatografisi, iki faz arasinda proteinleri ayristirma prensibine
dayanmaktadir. Bu iki faz:

Sabit (kati) faz: genellikle kolonun dolgu maddesi (matris)
Mobil (sivi) faz: genellikle kolondan gegirilen bir tampon ¢ozelti (elisyon ¢ozeltisi, eliant)
olarak tanimlanir.

Jel filtrasyon kromatografisi haricindeki tim kromatografilerde proteinlerin kolon dolgu
maddesine adsorbsiyonu saglanarak ayristirma yapilir. Uygun bir sivida ¢ézinduarilmas
olan protein kolona enjekte edilir. Protein dolgu maddesi tarafindan adsorplanarak
kolona tutunur. ideal kosullarda hedeflenen proteinin tutulmasi, digerlerinin ise eliisyon
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tamponuyla kolondan uzaklastiriimasi istenir. Daha sonra kosullar (pH, iyonik kuvvet,
polarite gibi), tampon ¢oézeltiler araciigiyla kademeli olarak veya surekli degistirilir ve
kolona baglanan hedef proteinler bir fraksiyon toplayici araciligiyla deney tiplerine
toplanir (Akev, 2019).

2.5.1 Afinite kromatografisi

Molekuler tanimaya dayal afinite kromatografisi, proteinlerin biyolojik 6zelliklerine gore
ayrilmalarini saglayan bir yéntemdir. Hedef protein, tamamlayici bir baglayici madde
(ligand) ile spesifik olarak ve geri donlisumli olarak baglanir. Uygun bir ligand mevcut
oldugunda afinite kromatografisi kullanilabilir. Kolon dolgu maddesine (matrise) hedef
proteinle spesifik etkilesimi olan (6rnedin, protein bir enzimse substrati veya kofaktora)
bir fonksiyonel grup (ligand) baglanir. Hedef proteini iceren karisim kolona enjekte
edildiginde, protein biyospesifik ligandina baglanarak kolona adsorbe olur. Daha sonra
kosullar degistirilerek adsorbe olan protein kolondan koparilir. Eltisyon, spesifik olarak
rekabetci bir ligand kullanarak veya spesifik olmayan bir sekilde (6rnegin, pH, iyonik
kuvvet veya polariteyi degistirerek) gerceklestirilir. (Akev, 2019; GE Healthcare, 2010).
Afinite kromatografisi antijen, antikor, enzim gibi protein yapisindaki molekullerin
saflastinimasinda kullanilabildigi gibi karbonhidrat, vitamin gibi pek ¢ok molekulin
ayrilmasinda da kullanilabilmektedir. Ayrica belirli kirletici maddeleri uzaklastirmak igin
de kullanilabilmektedir. Afinite kromatografisinin segicilik 6zelliginin yluksek olmasi
sebebi ile hedef protein tek bir adimda saflastirilabilmektedir. Bu kromatografi igin
kullanilan ligandlarin buydk bir cogunlugu biyolojik kdkenli olmasina ragmen, ayrimlar
icin farkl segenekler sunan biyolojik kdkenli olmayan dogal veya sentetik ligandlar da
vardir. Kdkenine bakilmaksizin bu molekuller yuksek segicilik 6zellikli ve genel amagl
dusuk segicilik 6zellikli olmak Uzere iki gruba ayriimaktadir. Yuksek segicilik 6zelligi olan
ligandlar (monospesifik) sadece bir veya birkag yakin Ozellikteki bilesigi adsorbe
ederken, genel amacli olan ligandlar (grup spesifik) ise yapisal olarak benzer molekdlleri
iceren grup bilesiklerini adsorbe ederek ayrimini saglamaktadir (Konak vd., 2014).

2.5.2 Jelfiltrasyon kromatografisi
Jel filtrasyon kromatografisi uygun kosullar altinda molekuler boyutta farklilik goésteren
maddelerin ayrilmasini  saglar. Jel filtrasyon kromatografisi ayrica ayirma
mekanizmasini daha yakindan tanimlayan boyut diglama kromatografisi (“size exclusion
chromatography”, SEC) olarak da adlandiriir. Jel filtrasyon kromatografisi, protein
saflastirma veya numunenin iki ana gruba (bluylk ve kigik molekdl) ayrildigr grup
ayrimi i¢in kullanilabilir. Grup ayirma genel olarak numunelerin tuzdan arindiriimasi ve
tampon degisimi icin kullanilir. Jel filtrasyon kromatografisi molekillerin kolona
baglanmadigi bir yéntemdir. Jel filtrasyon kromatografisinin matrisinde dogal veya
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sentetik polimerlerden faydalanilir. Polimerlerin ¢apraz baglanarak i¢ boyutlu aglar
kurmasiyla jeller olusturulur. Jellerde boncuk seklinde gbézenekler bulunur ve bu
gbzeneklerin boyutlari ¢apraz baglanma oranlarina bagli olarak degdismektedir. Bu
yontemde blyuk molekiller jellerdeki gbdzeneklerin icine giremeden boncuklar
arasindaki bosluklardan gecerek ilerlerken, kiiclik molekuller gézeneklere girerek zaman
kaybeder ve bir slre sonra ¢ozicu tarafindan surlklenerek kolondan cikarlar.
Dolayisiyla dnce buyuk molekuller daha sonra kuguk molekuller kolondan ayrilir. Jel
filtrasyon kromatografisinde kolona enjekte edilen numunenin hacminin kiglk olmasi ve
saflastirilan proteinin seyreltik ve ¢ok hacimli bir hale gelmesi sebebiyle saflastirma
isleminin ardindan o6rnek genellikle ultrafiltrasyon yontemi ile konsantre edilir. Jel
filtrasyon kromatografisi yonteminde genellikle birkac¢ kolon seri baglanarak kullanilir ve
elisyon isleminin disuk basinglar altinda yapilmasi sebebiyle numuneyi saflastirmak
¢ok zaman alir. Bu yontem, ultrafitrasyon gibi ek islemler gerektirebilmesi,
saflastirmanin uzun zaman almasi ve bunlara bagli olarak olusan ek maliyetler sebebiyle
endustride pek tercih edilmez. Jel filtrasyon kramotografisi analiz amacgh protein
saflastirimasinin ilk asamalarinda veya son asamada protein konsantre ve kiguk bir

hacimdeyken bu ydntemden yararlanilir (Akev, 2019; Konak vd., 2014).

2.5.3 lyon degisim kromatografisi

Proteinler yapilarinda yer alan amino asitlerin yan zincirlerinde ¢oziculer ile etkilegsimini
arttiran ve ¢oézunurlugunu etkileyen yUkla gruplara sahiptir. Bu amino asitler negatif
yukli (aspartat, glutamat) veya pozitif yikla (arginin, histidin, lizin) gruplara sahiptirler.
Bir proteinin net ylukd bu gruplar arasindaki dengeye ve pH degerine bagh olarak
degismektedir. Belirli bir pH degerinde farkli proteinler, farkli net yiklere sahiptir.
Proteinlerin ayirma iglemlerinde de bu yuk farkliigindan yararlaniimaktadir (Konak vd.,
2014; Scopes, 2000; Sheehan ve Fitzgerald, 2008). Elektrostatik ¢cekime bagh olarak
gerceklesen iyon degisim kromatografisinde, kolon dolgu maddesine baglh bulunan
yuklu gruplar (ligand) ile zit yike sahip molekuller arasindaki tersinir adsorpsiyon
gerceklesmektedir. iyon degistirici kolonun dolgu maddesi pozitif gruplar iceriyorsa, karsi
iyonlar negatif olup bu tir iyon degistiriciler anyon degistiriciler adini alirlar. Benzer
sekilde dolgu maddesi negatif gruplar iceriyorsa, karsi iyonlar pozitif olup bu tir iyon
degistiriciler katyon degistiriciler adini alirlar. YUkli molekuller kolona baglandiktan
sonra kosullar kademeli olarak veya siirekli degistirilerek eliisyon gergeklestirilir. islem
kosullari, genellikle tuz konsantrasyonundaki artiglar veya pH degerindeki degisiklikler
ile saglanir (Akev, 2019; Haddad ve Jackson,1990; Whitford,2005)

lyon degistiricilerin matrisinde genellikle modifiye edilmis polisakkarit ve tiirevleri

kullaniimaktatir. Ornegin iyon degistirici kolonlarda en gok tercih edilen Sephadex matrisi
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modifiye bir deksrandir. Capraz bagll bir agaroz olan Sepharose ve ¢apraz bagl bir
selliloz olan Sephacel matrisleri de sik¢a kullaniimaktadir. Ancak bir iyon dedgistirici
kolonda en 6nemli kisim ligand olarak da bilinen fonksiyonel gruplardir. Bu gruplarin
Ozellikleri iyon degistiricinin sinifini ve giclnl belirler (6rnedin, bkz.Tablo 1). Gigla iyon
degisim ligandlari genis pH araliklarinda yuk oOzelliklerini ve baglama kapasitelerini
koruyabilirler. Zayif iyon degisim ligandlari ise degisen pH degerine bagl olarak
kapasitelerinde belirgin bir degisim gdsterirler (Akev, 2019; Konak vd., 2014).

Tablo 1. iyon degisim ligandlari ve fonksiyonel gruplari (Konak vd., 2014)

Grup Adi Tiirii Iyon Fonksiyonel Grubu
Degistirci
Metil silfonat (S) Gugli | Katyon -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-
CH.SO;
Sulfopropil (SP) Gugli | Katyon -O-CH2-CHOH-CH,-O-CH,-CH>-
CH.SO;
Karboksimetil (CM) | Zayif | Katyon -O-CH,-COO
Doérdlincul amonyum | Gugll | Anyon -O-CH,-CHOH-CH,-O-CH,-CHOH-
(e)) CHa-N* (CH3)3
Doérdincul aminoetil | Guglld | Anyon -O-CH2-CH2-N*(C2Hs).-CH2-CHOH-
(QAE) CHs
Dietilaminoetil Zayif | Anyon -O-CH2-CH2-N+H(CH2CH3)2
(DEAE)

2.5.4 Hidrofobik etkilesim kromatografisi
Protein ve peptitlerin hidrofobik yapidaki alifatik ve aromatik yan zincirleri ile saglanan
ylzey hidrofobisitesi, proteinlerin ¢ boyutlu yapisinin stabilitesini saglamanin yani sira
proteinlerin enzim-substrat etkilesimleri gibi biyospesifik etkilesimlerin olugsmasina da
yardimci olmaktadir. Proteinlerin yapisina katilan standart 20 amino asitten 8 tanesi,
polar olmayan R gruplari icermelerine bagli olarak hidrofobik 6zellik gésterir. Bu amino
asitlerden fenilalanin, valin, 16sin, izolésin ve metiyonin gulgcli hidrofobik 6zellik

gosterirken tirozin, alanin ve triptofan digik hidfobik 6zellik gosterir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, proteinleri hidrofobisite farkliliklarina goére ayirir.
Ayirma, bir protein ve bir kromatografik ortamin hidrofobik ylzeyi arasindaki geri
doénusumll etkilesime dayanir. Genellikle amonyum silfat ile ¢okeltiimis veya iyon

degisim kromatografisi sonrasinda yuksek tuz igeren proteinlerin sonraki saflastirma
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adimi olarak kullanilir. Proteinin hidrofobisitesini artirmak igin ¢ozeltiye tuz ilavesi yapllir.
Tuz, proteinin etrafindaki su molekiillerini ¢ekerek hidrofobik gruplarin etkilesmesine
yardimci olur. Dolayisiyla bu kromatografi yonteminde iyonik glcu yuksek gozeltilerde
proteinler c¢oézindirilerek kolona uygulanirlar ve kolondan gecerken hidrofobik
etkilesimle kolona tutunurlar. Kosullar daha sonra kademeli olarak degistirilir, bdylece
bagh maddeler farkli hidrofobisitelerine goére ayrilir. Elisyon, genellikle tuz
konsantrasyonundaki dususlerle gerceklestirilir. YUksek oranda hidrofobik proteinler,
hidrofobik ligandlara sikica baglanir ve kolondan en son ¢ikarlar. Matris olarak genellikle
¢apraz bagl bir agaroz olan Sepharose ve ona bagli gruplar olarak eter, izopropil, butil,
oktil, fenil ligandlari kullanilir (Akev, 2019; GE Healthcare, 2010).

2.5.5 Ters faz kromatografisi

Ters faz kromatografisi, proteinleri hidrofobik &zelliklerine gére saflastirir. Ters faz
kromatografisinde sabit faz, mobil faza kiyasla daha hidrofobiktir. Numune bilesenleri,
kromatografi kolonuna yuklendiklerinde kolona adsorbe olur. Kosullar daha sonra
degistirilir, boylece bagli maddeler farkl olarak ayrilir. Ters faz matrislerinin dogasi
geredi, baglama genellikle ¢ok guglidir. Baglanma, organik ¢dzlculer ve diger katki
maddelerinin (iyon eslestirme ajanlar) kullaniimasiyla dizenlenebilir. Elisyon genellikle
organik ¢dzlcu konsantrasyonundaki artisla gergeklestirilir. Asetonitril, metanol, etanol
ve propanol en yaygin kullanilan organik ¢ézuculerdir. Kullanilan ligandlar; C4, C8 ya da
C18 n-alkil hidrokarbonlardir. Proteinler, kromotografi kolonuna kuvvetle baglanma ve
denature olma egilimindedir. Cogu zaman kolondan koparilmalari gok zor olabilmektedir.
Pek cok protein organik ¢oziculer tarafindan denatire edildiginden, aktivitenin geri
kazanilmasi ve dogal ugluncul yapi genellikle tehlikeye girer. Bu yontem aktivite ve
ucuncul yapr énemsenmedigi durumlarda, saflik kontroli analizlerinde yaygin olarak
kullanilir (GE Healthcare, 2010; Unliisayin vd., 2009).

2.6 Bitkisel Proteinlerin Genel Ozellikleri
Proteinler sahip olduklari gesitli fonksiyonel 6zellikler ile gida formulasyonlarinda ¢okga
yer alirlar (Kanu vd., 2007). Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri gidalarda katki maddesi
olarak kullaniimalarini saglayan; gidalarin depolanmasi, islenmesi ve tuketilmesi
esnasinda gidanin performansini yoneten fizikokimyasal 6zelliklerdir (Lamsal, Jung ve
Johnson, 2007). Su tutma ve kopuk baglama, yaglarin emulsiyonu, aroma tutma,
¢ozunurlik ve jellesme Ozellikleri bu fonksiyonel 6zelliklerdendir (Rodsamran ve
Sothornvit, 2018). Yuksek protein igerigi, fonksiyonel etkinlik, anti-beslenme faktoru
dusuklugu (fitik asit vb.) iceriklerinden dolayi protein ekstraktlarinin gida sanayinde
kullaniimasi giderek artmaktadir (Singharaj ve Onsaard, 2015). Protein Ozutleri
sekerleme, kozmetik atistirmalik, et Grlnleri, gazsiz icecekler gibi birgok Griinde aroma
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artirici ve gidayl zenginlestirici bilesen olarak kullaniimaktadir (Bandyopadhyay ve
Ghosh, 2002).

Gida Uretiminde kullanilmak icgin yetistirilien ham maddelerin esansiyel mineral ve
vitaminleri ginimuizde daha disik oranda igerdigi ve bu durumun gittikge artan dinya
nifusunu beslemek distncesiyle yurutilen hatali tarim uygulamalari dolayisiyla ortaya
ciktigr belirtiimektedir (Sikiric vd., 2003). Protein bakimindan yetersiz beslenme 6nemli
saghk sorunlarini beraberinde getirmektedir (Ghaly ve Alkoaik, 2010). Beslenme
eksikliginde vilcuttaki proteinin enerji icin kullanilmasi durumunda vicut daha sonra
diger besin o6gelerini (karbonhidrat, yag) enerji kaynagi olarak temin edebilse de
kaybedilen proteinin vicuda tekrar kazandiriimasi s6z konusu olmamaktadir (Pimentel
vd., 1975). Ozellikle cocuklarda protein eksikligi, blylime bozukluklarina ve hastaliklarda
artisa sebep olmaktadir (Pimentel vd., 1975). Bununla beraber tim dinyada 500
milyondan fazla insanin protein bakimindan yetersiz beslendigi belirtiimektedir (Dando,
2012).

Sekiz esansiyel amino asidi daha ylksek oranda igermeleri ve biyoyararliliklarinin daha
fazla olmasi bitkisel proteinlere gore hayvansal proteinlerin besleyici 6zelliklerinin daha
yuksek olmasini saglamaktadir (Pimentel vd., 1975). Ornegin; misir, bugday ve piring
dislk miktarlarda lisin igermektedir (Pimentel vd., 1975). Genel olarak bitkisel
proteinlerin lisin ve metiyonin esansiyel amino asitlerini disik miktarda icerdiklerini
sOylemek mumkindur (Pimentel vd., 1975). Bitkisel proteinlerin, referans protein
kaynagi (tavuk yumurtasi) ile karsilastirildiginda, bu kaynagin esansiyel amino asitleri %
62-81 oraninda igerdigi belirtimektedir (Krajcovicova-Kudlackova, Babinska ve
Valachovicova 2005). Bununla beraber; hayvansal gidalara nazaran daha az arastirilan
bitkisel gidalar da protein Urlnleri icermektedir (Garcia vd., 2013). Bitkisel proteinlerin
esansiyel amino asitler bakimindan zengin olarak Uretiimesi ekonomik agidan oldukga
O6nem tagimaktadir (Young ve Pellett, 1994). Protein hidrolizatlarindan elde edilen kisa
zincirli peptitlerin  vicut tarafindan etkin bir sekilde degerlendirildigi ve besleyici
Ozelliklerinin daha yuksek oldugu belirtiimektedir (Gao, Smith ve Tsompo, 2014).

Kulresel olarak ekonomik problemlerin artmasi, dini ve etik sinirlamalar, vejetaryenlik ve
veganlik egdilimlerinin artmasi, saglik endigeleri dolayisiyla hayvansal protein
kullanmayan tuketici gruplarini kapsamasi, besleyici icerige sahip olmasi, ucuz ve kolay
ulasilabilir olmasi gibi nedenler son zamanlarda gida endistrisinde hayvansal
proteinlere alternatif olarak bitkisel proteinlerin kullaniimasini giindeme getirmektedir
(Rodsamran ve Sothornvit, 2018). Proteinlerin saglikh yasam igin gerekliligiyle beraber

dinya nifusunun artigi yeni alternatif protein kaynaklarini da gerekli kilmaktadir (Cetiner
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ve Bilek, 2018). Buyilyen dunya nifusu bitkisel proteinlerin daha verimli kullaniimasini
zorunlu hale getirmektedir (Day, 2013). Hayvansal kaynakli gidalarin yliksek miktarda
tiketilmesinin bazi saglik problemlerine neden oldugu belirtiimektedir (Pimentel vd.,
1975). Ornegin; serum kolesteroliiniin yiiksek olmasi ile iligkilendirilen koroner kalp
hastalgi riskinin hayvansal kaynakli gidalarin yuksek miktarda kolesterol ve doymus yag
asidi icermesi ile iligkilendirildigi bilinmektedir (Pimentel vd., 1975). Ayni zamanda
bitkisel proteinlerin serum Kkolesterolini dusurdiglu bazi calismalarla gdsterilmigstir
(Jenkins vd., 2000). Alternatif protein kaynaklarinin kesfedilmesinde bir diger etken olan
jelatin, BSE gibi hayvansal kaynakl proteinlere olan glvenin azalmasi da sirdurulebilir
bir diyete gecisi beraberinde getirmektedir (Aiking, 2011). Dolayisiyla, bitkisel protein
kaynaklarinin cesitliligi nedeniyle hayvansal proteinlere iyi bir alternatif olduklarini
sdylemek mimkundur (Moure vd., 2006).

GUnUimuzde duanya ndfusunun protein ihtiyacinin @ %70’i bitkisel kaynaklardan
saglanmaktadir (Rodsamran ve Sothornvit, 2018). Ayni miktarda bitkisel ve hayvansal
protein Uretmek icin gerekli olan ekim alani dikkate alindiinda bitkisel protein
yetistirmek icin topragin % 10’u gibi daha az bir orani gerekmektedir (Day, 2013). Ayrica
hayvansal proteinlerin Uretimi esit miktarda bitkisel protein Uretiminden yaklasik olarak
100 kat daha fazla su gerektirmektedir (Pimentel ve Pimentel, 2003). Dolayisiyla,
surdurdlebilirlik baglaminda da bitkisel proteinlere yonelik ilgi her gecen gun artmaktadir
(Rodsamran ve Sothornvit, 2018).

Bitkisel protein kaynaklarinin iki temelini tahillar ve yagh tohumlar olusturmaktadir
(Erickson, 2015). Yag endustrisinden elde edilen yagi alinmis protein kaynaklarina 6zel
bir ilgi go6sterilmistir ve aygicegi, kanola ve kolza tohumu gibi yagl tohumlarin
kUspelerinden elde edilen proteinlerin biyoaktif ve fonksiyonel o6zellikleri Uzerine
arastirmalar yapiimistir (Aydemir vd., 2014.). Yagi alinmis tohumlarin kuspelerinde %
35-60 oranlari arasinda degisen miktarlarda protein bulunmaktadir ve tahillar yagh
tohumlara goére % 10-12 daha az oranda protein icermektedir (Erickson, 2015). Ancak
tahillarin Gretim miktarinin yagli tohumlara gére daha fazla olmasi onlari olduk¢a 6nemli
bir bitkisel protein kaynagi haline getirmektedir. Dogada bolca bulunmalari nedeniyle
bitki yapraklari ve bitkiler Uzerinde yasayan algler de bitkisel proteinlere kaynak olma
acgisindan oldukga 6nemlidir (Erickson, 2015). Yagli tohumlarin kispelerinden elde
edilen proteinlerin yani sira alternatif fonksiyonel protein kaynaklari olarak
degerlendiriimek Uzere yer fistigi kispesi ve hurma meyvesi unu proteinlerinden
biyoaktif, yenilebilir film yapimi ve fonksiyonel 6zellikleri tGzerine caligiimistir (Aydemir
vd., 2014).
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Tahillar, bakliyatlar, yesil sebzeler ve yagl tohumlar bitkisel protein kaynaklaridir
(Cetiner ve Bilek, 2018). Cesitli bitkisel kaynaklardan protein eldesine yoénelik
calismalarin giderek hiz kazanmasiyla beraber bitkisel protein kaynagi olarak
glnimuzde yaygin kullanilan bitki soyadir (Nguyen ve Dao, 2017). Soya fasulyesinden
elde edilen protein izolatlari, konsantreleri ve hidrolizatlari; et ve st Grlnleri, bebek
formulasyonlari, fonksiyonel gidalar ve nutrasétikler gibi gida endustrisinin farkl
alanlarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Aydemir vd., 2014.). Soya proteini dinyada
en yaygin olarak kullanilan bitkisel protein olmakla beraber bugday gluteni, kolza,
pamuk, misir, yer fistigl ve aygicedi proteinleri de yaygin bir sekilde kullanilan bitkisel
protein kaynaklarindandir; kinoa ve cevizden elde edilen bitkisel proteinler de mevcuttur
(Nguyen ve Dao, 2017; Moure vd., 2006).

Bezelye, yetistirilme alaninin genis olmasi ve kabugunun kolay bir sekilde ayrilabilmesi
gibi nedenlerden dolayi bakliyatlar arasinda ticari olarak en ¢ok kullanilan bitkisel
proteindir (Day, 2013). Bezelye proteinlerinin % 65-80’lik kismini olusturan legumin (11S
globilin) ve visilin (7S globilin) depo proteinleri, yiksek emiilsifiye edici 0Ozellik
g6stermektedirler (Liang ve Tang, 2013). Bezelye proteinlerinin sahip oldugu yuksek
fonksiyonellik 6zellikleri birgok alanda kullaniimalarini saglamaktadir (Sandberg, 2011).
Ornegin; bezelye ve yulaf proteini izolati ile Uretilen krakerlerin, ticari olarak Uretilen
krakerlere gore besleyici ve dokusal Ozelliklerinin daha iyi oldugu belirtimektedir
(Morales-Polanco vd., 2017). Bununla beraber yadi alinmis aygicegi posasi ve piring
kepegi gibi yan Urtnlerden protein eldesi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir (Hourigan
vd., 1997).

Bitkisel proteinler gidalarin besin degerlerinin zenginlestiriimesi, fonksiyonel gida ve gida
takviyesi uretimi ve aroma artirici olarak kullanilabilmeleri ile ticari olarak kullanilan
peynir alti suyu proteinlerine alternatif olusturmaktadir (Clemente, 2000). Bitkisel
kaynakl proteinler; besin degerleri, biyolojik etkinlikleri, emdulsifiye edici aktiviteleri,
koéplk ve jel olusturmalari, yag, su ve lezzet baglayiciliklari gibi birgok farkli nedenden
dolayl gida sistemlerinde kullaniimaktadir. Ayrica bitkisel proteinler iyi film olusturma
Ozellikleriyle yenilebilir film ve plastik ambalaj malzemelerine alternatif olarak biyolojik
olarak pargalanabilen ambalaj malzemelerinin gelistiriimesinde potansiyel malzemelerdir
(Aydemir vd., 2014).

Tarnimda uretilen proteinin % 35’i gida olarak kullanilirken kalan protein yem olarak ya da
diger sektorlerde kullaniimaktadir; bir kismi ise hi¢ kullaniimamakta ve atiga
doénusmektedir (Sari vd., 2015). Bitkisel protein pazarinin hizla biylimesi nedeniyle yagh

tohumlar, meyve ve sebzeler, tahillar ve soyaya alternatif baklagiller ve bunlarin
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islenmesiyle olusan atiklarin ticari protein kaynagi olarak degerlendiriimesinde buyuk bir
rekabet vardir (Aydemir vd., 2014.). Gida endustrisi; bitkisel proteinleri kullanarak yeni
drtnlerin geligtiriimesi, gidalarin muhafazasi ve atiklarin azaltiimasi konularinda
arastirmalar yaparak surdurilebilir bir gelecege de katkida bulunabilir (Aiking, 2011). Bu
nedenle hem yuksek miktarlarda bitkisel protein tretmek hem de israfi dnlemek igin ileri
atik degerlendirme arastirmalarinin yapilarak bulgularin hayata geciriimesi hem Ulkemiz
hem de global popilasyon agisindan énemlidir.

2.6.1 Yagh tohum proteinleri

Yagh tohum proteinleri insan beslenmesinde genellikle birincil protein kaynagi olarak
kullaniimamaktadir (Arntfield, 2000). Bununla beraber, yagli tohumlarin énemli miktarda
olan protein icermeleri dolayisiyla insan beslenmesi icin kullanim potansiyelleri
bulunmaktadir (Moure vd., 2006). icerigi nedeniyle en ¢ok kullanilan ve bilinen bitkisel
protein soya proteini olmakla beraber; aycicedi, kanola, misir, aspir, yer fistigi, susam,
pamuk ve keten tohumu proteinleri kullanilan diger yagli tohum Urinleridir (Rodrigues,
Coelho ve Carvalho, 2012).

Yagh tohum proteinlerini; biyolojik olarak aktif proteinler ve yadli tohumlardaki en énemli
proteinler olan yapisal ya da depo proteinleri olmak Uzere iki sinifta incelemek
mumkandur (Arntfield, 2000). Yapisal proteinler insan beslenmesi acisindan oldukga
onemli olan proteinlerdir. Biyolojik olarak aktif proteinlere enzimler dérnek gdsterilebilir.
Yagh tohumlarin icerdigi depo proteinlerine ise cruciferin/12S protein, zein, 11S protein,
arachin, carmin, a-globulin, glycinin ve helianthin 6érnek gdsterilebilir (Huriyet, 2014).

Yagli tohumlarin protein miktari degismektedir; soyanin protein igerigi % 37 iken aspirde
% 13-17 oraninda protein bulunmaktadir. Ancak yagh tohum proteinleri birbirine yapisal
benzerlikler gostermektedir. Buna ornek olarak hasat edilen tum yagl tohumlarin
iceriginde suda ¢6zinen albuminlerin, tuzda ¢dzinen globulinlerin ve alkalide ¢6ziinen
glutenlerin bulunmasi ve dort adet ayni protein fraksiyonunu icermeleri gdsterilebilir
(Moure vd., 2006; Rodrigues, Coelho ve Carvalho, 2012).

Yagli tohumlarin dinya bitkisel protein ihtiyacini karsilama oranlari; soya igin % 69,
kolza igin % 12.4, pamuk ¢igidi igin % 6.9, aygicegi tohumu igin % 5.3, yer fistigi i¢in %
2.8 olarak belirtiimektedir (Moure vd., 2006). Kiresel olarak soguk presleme ile yag
dretiminin giderek artmasiyla yagr alinmis bitki posalari birikmekte ve bu durum sonug
olarak yagl tohum posalarindan bitkisel protein Urlinlerinin Uretiimesine yol agmaktadir
(Cakir ve Gllseren, 2019).
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2.6.2 Bitkisel proteinlerin ekstraksiyonu

Bitkisel proteinlerin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri Gizerine ¢alisilabilmesi icin proteinin
diger proteinlerden ve protein olmayan molekullerden ayriimasi gerekmektedir.
Proteinlerin kendine 6zgu olan amino asit bilesimi ve ylzey hidrofobikligi gibi 6zellikleri
nedeniyle farkli ekstraksiyon yéntemleri farkh protein izolatlarini ya da konsantrelerini
vermektedir (Karaca, Low ve Nickerson, 2011). Gida yan durlnlerinden, uygun
Ozutleme/goktirme  yontemleri ile  protein  ekstraktlari  Gretiimektedir.  Alkali
ekstraksiyonu/izoelektrik ¢Okeltme, asit ekstraksiyonu, su ekstraksiyonu, tuz
ekstraksiyonu ve ultrafiltrasyon metotlari bitkisel atik posalarindan proteinlerin
ekstraksiyonu igin kullanilan yéntemlerdir (Boye vd., 2010). Bitkisel proteinlerin ¢ogu
alkali ortamda ¢6zindiginden dolayi alkali ortamda slUpernatanttan protein ekstrakti
elde edilmektedir (Escamilla-Silva vd., 2003). Ancak alkali yontem ile dusik verimli
protein eldesi saglandigi icin izoelektrik noktada ¢oktirme ile proteinleri slipernatanttan

ayirma islemi de siklikla uygulanmaktadir (Rodsamran ve Sothornvit, 2018).

Yeni teknolojilerin  kullaniimasinin  protein  ekstraksiyonunda verimi  artirdigi
belirtiimektedir (Sarkis vd., 2015). Gida atiklarindan protein ekstraksiyonunda verimi
artirmak icin alkali ydontem disinda enzim, ultrases, mikrodalga, vurgulu elektrik alan ve
superkritik akiskan gibi yaklagimlar da bulunmaktadir (Gérgig, 2018). Bu yontemler
ekstraksiyon igleminin suresini azaltmakta, drin Kkalitesini artirmakta ve Maillard

tepkimelerini de kontrol altinda tutmaktadir (Ohshima, Sato ve Saito, 1995).

Mikrodalga ile ekstraksiyon ydnteminde; bitkinin hucre matrisinde bulunan su,
mikrodalga enerjisini absorbe ederek hulcrenin igten 1sinmasini ve hicre yapisindaki
bilesenlerin matris disina gegisini hizlandirarak hlcrenin pargalanmasini saglamaktadir
(Wang ve Weller, 2006). Bu ydéntemde ¢6zlcl tipi, mikrodalga gucd, islem suresi ve
sicaklik ekstraksiyon performansini etkileyen parametrelerdir (Madej, 2009). Mikrodalga
ile ekstraksiyon susam, elma, pirin¢g kepegdi ve kabak ¢ekirdegdi gibi farkli materyallerde
cahsiimistir (Jiao vd., 2014). Ultrafiltrasyon ydnteminde proteinler partikil buydkliga ya
da molekdl agirliklarina gore diger maddelerden ayrilmaktadir (Romero-Baranzini vd.,
1995). Vurgulu elektrik alan ydnteminde hicre membranlarina kritik elektriksel
potansiyel uygulanarak dokunun pargalanmasi ve gegirgenligi artirilip proteinlerin hucre
disina aktariimasi hizlandiriimaktadir. Yiksek voltaj ile ekstraksiyon ydnteminde, iki
elektrot arasinda uretilen yuksek voltajli elektrigin bosalmasiyla birlikte bitkisel dokuya
yogun bir enerji akisi saglanmakta ve bdylece kitle transferi hizlanmaktadir (Rosello-
Soto, vd., 2015).
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Ultrases ydnteminde, 20 kHz ve 1 GHz araliginda frekansa sahip olan ses dalgalari
sayesinde bitki hlcresinin duvari etkilenmekte ve matriste bulunan bilesenlerin hicre
disina gegisi hizlanmaktadir (Alupului, Calinescu ve Lavric, 2009). Ultrases dalgalarinin
olusturdugu ultrasonik enerji, sivi ortama gecerek i¢c basinci artirmakta ve kiguk
kabarciklarin  olusumunu  hizlandirmaktadir.  Klgik kabarciklarin  patlamasiyla
kabarciklarin i¢ ylzeyi ¢ok ylksek sicaklik ve basing degerlerine ulasmakta ve hedef
bilesenin matriksten salinmasini sagdlamaktadir (Jambrak vd., 2009). Ultrases
teknolojisinin gida endustrisine entegre edilmesiyle bitkisel kaynaklardan ylksek katma

degerli biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu yayginlasacaktir (Goérgug, 2018).

Enzimatik ekstrasiyon yonteminde; 6zellikle karbohidrazlar (selllaz, pektinaz) ile bitkisel
kaynaktaki polisakkarite baglh olan proteinler serbest duruma gecirilerek ekstraksiyon
verimi artirimaktadir (Hourigan vd., 1997). Karbohidrazlar diginda alkalaz, flavorzim ve
protizim gibi proteaz enzimlerinin de ekstraksiyon verimini artirmak amaciyla kullanildigi
belirtiimektedir (Hanmoungjai, Pyle ve Niranjan, 2001). Ekstraksiyon isleminin daha
dusuk sicaklikta gerceklesmesi, patlayici ¢oztcu kullanilmamasi ve zararl atik madde
Uretiimemesi bu yontemin diger avantajlaridir (Hanmoungjai, Pyle ve Niranjan, 2001).
Bitkisel proteinler enzimatik ekstraksiyon yontemi ile elde edildiklerinde dusuk viskozite
ve yuksek ¢ozunUrlik 6zelligi gdsterdikleri igin fonksiyonel bir bilesen olarak bir¢ok gida
arindnde kullaniimaktadir (Adler-Nissen, 1979). Farkl bitkisel kaynaklardan protein
ekstraksiyonunda; karbonhidrazlardan viskozim L’nin, proteazlardan ise alkalaz
enziminin en verimli enzimler oldugu belirtiimektedir. Viskozim L, arabanaz, selllaz,
ksilanaz ve hemisellilaz gibi birden fazla karbonhidrazi icermektedir (Hourigan, vd.,
1997).

2.7 Findigin bilesimi

Findik, ¢ali formunda kendine has bir iklimde yetisen uzun dmurlG bir kiltar bitkisidir
(Bagaran, 2015). Fagales takiminin Betulaceae familyasinin Coryleae alt familyasinin,
Corylus cinsine girmektedir. Ekonomik olarak kualtird yapilan dnemli tirleri; Corylus
avellana L., Corylus colurna L. ve Corylus maxima Mill. olarak siralanmaktadir (Ceran,
2018).

Japonya’dan baslayarak Cin, Kafkasya, Turkiye, Avrupa ve Kuzey Amerika’ya kadar
olan Kuzey yarim kirenin ihman kusagi bélgesinde yetismektedir (Sobutay, 2006). Antik
Cagda findik meyvesi “pontik” olarak bilinmistir. Adini Karadeniz’in ismi olan "Pont
Exinus" teriminden almaktadir. Dogu Karadeniz’den Akdeniz, Ortadogu ve Avrupa

dlkelerine yayildigi distnilmektedir (Savran, 2014).
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Ustaoglu (2012) makalesinde findigin yetisme kosullari séyle 6zetlenmistir:

“Findik, thman iklimlerde bulunan ve nemli iliman iklime sahip bélgelerde yetistirilen bir
meyve tiridir. FAO ve FISKOBIRLIK verilerine gore, toplam hasat baglaminda Tirkiye,
italya, ispanya ve ABD baslica ureticilerdir. Tlrkiye'nin Karadeniz kiyi kesimlerinde,
italya'nin Adriyatik kiyilarinda, ispanya'nin Katalonya bélgesinde ve ABD'nin Oregon
bdlgesinde elverigli bir yasam alani bulur. Ote yandan yari nemli iklime sahip bdlgelerde
yetistiriimesi mumkun olsa da yagis eksikligi nedeniyle sulamaya ihtiya¢g duymaktadir.
iklim kosullari agisindan elverigli 6zelliklere sahip olan Karadeniz kiyi seridi, findigin
dogal yasam alanidir ve bu bélgelerin doruk bitkisi findiktir. Bu kiyi seridi boyunca 750 m
yukseklige kadar tarim arazilerinde ekonomik olarak yetistirilebilir. Bu tarim arazileri,
deniz seviyesinden ylksekliklerine gore Ug¢ bolgeye ayriimistir: 1.) “kiy1 bdlgesi”, (0 - 250
m), 2.) “orta bolge”, (251 - 500 m) 3.) , "Yuksek bolge" (501 - 750 m). Bu bolgelerden
ilki, ekim igin en uygun kosullara sahiptir. Yukseklik ne kadar fazlaysa verim o kadar az
olur. 750 m'nin Gzerinde degisen iklim kosullari findik ekimini sinirlamaktadir.”

Ayrica, FISKOBIRLIK verilerine goére, findik agaci vyerylzinde, 36°-41° kuzey
enlemlerinde ve kendine 6zgu iklim kosullarinda yetisir ve kiyillardan en ¢ok 30 km
icerde ve ylksekligi 750-1000 metreyi ge¢gmeyen yerlerde artn verir. Turk findigi, kalite
olarak Giresun ve Levant olmak Uzere ikiye ayrilir. Giresun kalite findik, tadi ve igerdigi
yag orani ile yerylzinun en ustin 6zellikli findigidir. Giresun ile Trabzon’un Besikduzu,
Vakfikebir ilgelerinde yetisir. Levant kalite findik, daha az yag igerir. Trabzon ve bir

bélimu ile Ordu, Samsun, Bolu, Sakarya, Zonguldak ve Bartin illerinde yetisir.

Findidin anavatani hakkinda birgok tarihgi ve yazarin farkli goérisleri olmasina ragmen
arkeolojik kazilar 1siginda MO 10000’li yillarda findigin mezolitik diyetlerin bir pargasi
oldugu gériilmektedir. Ayni zamanda findik Cin yazili kaynaklarinda M.0O. 2838 yillarinda
Tanr’nin insanlara armagan ettigi bes kutsal meyveden biri olarak bildiriimekte ve
yetistiriciliginin yapildig1 ifade edilmektedir (Savran, 2014). Findigin 6nemli Dbir
uluslararasi ticaret mali olarak satigina ait ilk yazili kaynak 1403 yilina aittir. Tark findigi,
Avrupa ve Amerika pazarlarina 1782 yilindan sonra ihra¢ edilmeye baslanmistir
(Tufekei, 2018).

Tarkiye’de bazi 6zellikleri birbirinden farkli olan birgcok findik cesidi yetistiriimektedir.
Bunlar; Tombul, Palaz, Cakildak, Kara, Fosa, Mincane, Uzunmusa, Kan, Kargalak,
Cavcava, Sivri, Aci, Kus, Yuvarlak Badem ve Yassi Badem olarak siralanmaktadir

(Ozdemir ve Akinci, 2004). Turk Findiklari kalitelerine gére ise Giresun ve Levant kalite
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olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Giresun ilinin tamaminda yetigtirilen “Tombul Findik”

dinyanin en Ustln 6zelliklere sahip findigi olarak bildirilmistir. Dinyadaki findik cesitleri
icinde en ylksek oranda zar atan findiktir (Koksal vd., 2006).

Dunya findik Uretiminin yaklasik olarak %70’lik payini elinde tutan Turkiye en dnemli
findik Ureticisi Ulkedir. Son on yillk ortalamaya goére 550.000 tonluk findik Uretimi
gerceklestirmektedir. Turkiye, 38 tanesi Avrupa kitasina ait olmak Uzere toplamda 112
farkh Glkeye 2017 yilinda findik ihra¢ etmistir. Findik ihracatimizda en énemli ticari
ortaklarimiz Avrupa Birligi Ulkeleri olmaktadir. Almanya basta olmak lzere italya, Fransa
ve Kanada, Turkiye’nin en fazla ihracat yaptigi tlkelerdir (Tablo 2) (TiM, 2018).

Ulkemiz icin énemli bir ihrac Griinii olan findik dogal halde, kavrulup veya beyazlatilarak
tuketilmektedir. Ayni zamanda findik ezmesi, un, yag ve kiriimig findik gibi kendi Grinleri
mevcuttur. Dinya genelinde cikolata ve sekerleme Urdnleri basta olmak Uzere sutte,

pastacilikta ve firincilikta kullaniimaktadir (Basaran, 2015).

Tablo 2. Tirkiye’'nin 2017 findik ihracati rakamlari (TiM, 2018).

Ulke Miktar (kg) Deger ($)

Almanya 63.542.587 437.635.314
Italya 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
Isvigre 10.089.163 71.140.643
Avusturya 8.886.394 64.468.638
Belcika 8.673.888 58.972.974
Cin 7.307.265 55.488.983
Ispanya 5.776.768 39.642.635
Birlesik Devletler 5.216.062 36.943.425
Birlesik Krallik 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
Digerleri 37.749.290 241.384.978
Toplam 269.623.292 1.868.369.000
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Findik, istenilen tatlar olusturmanin yani sira insan beslenmesinde ve sagliginda besin
Ogelerinin cesitliligi ve zenginligi bakimindan 6nemli bir meyvedir. Ana bileseni yag
olmasina ragmen protein miktari da oldukca ylksektir. Findikta (%g/g cinsinden) % 50-
73 yag, % 10-12 karbonhidrat, % 10-24 protein, % 2-4 rutubet, % 1-3 selllozik bilesikler
ve pektin, % 2-3 kil icermektedir. Ayni zamanda 1 kg findigin 6000-6500 kilokalorilik bir
enerji dederine sahip oldugu bilinmektedir (Kdksal vd., 2006; Garcia vd., 1994). Kdéksal
vd. (2006) tarafindan yapilan bir calismada Turk findik ¢esitlerinin bilesimleri kapsamli
olarak arastinimigtir (Tablo 3).

Tablo 3. Turkiye'de yetistirilen farkli findik gesitlerine ait nem, yag, kul, protein miktarlari
(% g/g cinsinden) (Koksal vd., 2016).

Cesit Nem (%) Kul (%) Yag (%) Protein (%)
Aci 4.09 2.22 63.41 16.63
Cavcava 5.25 2.72 56.07 20.83
Cakildak 4.86 2.60 60.67 19.44
Fosa 4.46 2.25 59.50 15.75
incekara 4.27 241 60.75 16.28
Kalinkara 4.14 1.87 68.52 11.73
Kan 3.41 2.13 63.05 16.98
Karafindik 3.49 1.90 67.75 15.58
Kargalak 4.39 2.37 59.57 15.23
Kus 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
Yassi Badem 3.56 2.42 63.48 17.86
Yuvarlak 4.61 2.46 58.35 20.84
Badem
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2.8 Findik proteinleri
Findigin protein icerigi, yumurta ve tahillardan yiksek oldugu, ayni zamanda et ve kuru
baklagillerin ihtiva ettigi protein miktari ile karsilastirilabilir oldugu bildiriimistir (Ceran,
2018). Turk findik cesitlerinde dinyadaki diger findik cesitlerine kiyasla daha yuksek
oranlarda glutamik asit, arginin ve aspartik asit bulunmaktadir (Cift¢i, 2018). Findik
proteinin insan vicudu igin elzem olan tim amino asitlerini icerdigi sindirile bilirliginin ise
%80-90 arasinda degistigi bildirilmistir (Ozdemir, 1997).

Findik, yagi alindiktan sonra geriye kalan posasinda yiksek miktarda protein
icermektedir (%35-40). Bu proteinler yag ve su absorpsiyonu, emlilsifikasyon, kdpirme
kapasitesi gibi 6zellikleri sebebiyle gida proseslerinde énemli bir yere sahiptir (Tatar vd.
2013). Ayni zamanda, elde edilen bu proteinlerin ve yapisinda bulunan peptitlerin
biyoaktif Ozellikleri Uzerine caligmalar yapiimaktadir. Aydemir vd. (2014) tarafindan
yapilan calismada, findik posalarindan farkhh yontemlerle ekstrakte edilen (normal
ekstrakte edilmis, sicak ekstrakte edilmis, asetonla yikanmis ve kombinasyonlari)
protein konsantrelerinin biyoaktif, fonksiyonel ve yenilebilir film yapma o6zellikleri
arastirilmigtir. Bu protein konsantrelerinde antioksidan aktivite (TEAC ve ORAC: 158-
461 mmol Trolox/kg), demir selasyonu (60.7-126.7 mmol EDTA/Kg), anjiyotensin
donusturicu enzim inhibisyonu (IC50: 0.57-1,0 mg/ml) ve kolon kanseri hucrelerinde
antiproliferatif aktivite (IC50: 3.0- 4,6 mg/ml) gérilmuastir. Bu ¢alismaya gére HPC-AW-
H (aseton ile ylkkanmis ve sicak ekstrakte edilmis) seklinde adlandiriimis protein

konsantresi en ylUksek biyoaktif etkiler gostermigtir.

Liu vd. (2018a) tarafindan Asya yabani findik (Corylus heterophylla Fisch.)
proteinlerinde ACE inhibe edici peptitler arastinlmigtir. Sirasiyla iyon degisim
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve ters faz-ylksek performansli sivi
kromatografisi kullanarak saflastirilan peptitler, sivi kromatografisi-elektrosprey
iyonizasyonu-tandem  kutle spektrometresi (LC-ESI-MS/MS) ile tanimlanmistir.
Calismanin sonuclarina gére Ala-Val-Lys-Val-Leu, Tyr-Leu-Val-Arg ve Thr-Leu-Val-Gly-
Arg dizilimine sahip yeni ACE inhibe edici peptitler belirlenmistir. Bu peptitlerin 1Cso
degerleri sirasiyla 73.06, 15.42 ve 249.3 yM oldugu bildirilmigtir. Ayrica Liu vd. (2018b)
Onceki caligmasinda elde ettigi, C2 seklinde isimlendirilmis fraksiyondan antioksidan
aktivite gosteren alti yeni peptit tanimlanmig ve bu peptitler sentetik olarak elde edilerek
antioksidan aktiviteleri arastinimistir. Bu peptitlerin amino asit dizileri Ala-Asp-Gly-Phe
(408.16 Da), Ala-Gly-Ggly-Phe (350.16 Da), 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 bildirilmistir. Bu 6 sentetik peptidin timul antioksidan aktivite géstermis ve bunlar

arasinda Ala-Asp-Gly-Phe peptiti en ylksek ABTS radikal suplrme aktivitesi ve DPPH
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radikal suUpurme yetenegini sergilemistir. Bu nedenle, yabani findik proteini
hidrolizatlarindan izole edilen peptitlerin, gida ve ilag endustrisinde potansiyel

antioksidanlar olarak kullanilabilecegi 6ne surulmustar.

2.9 Gérek Otunun Bilesimi ve Fonksiyonel Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Corek otu, Ranunculaceae familyasinin Nigella sativa tlrGine ait olan tek yillik otsu bir
bitkidir (Gharby vd., 2015). Corek otu tohumlari agirlikga yaklasik olarak % 21 protein, %
35 karbonhidrat ve % 35-38 oraninda yagdan olusmaktadir (Baydar, 2009). Gilney
Avrupa, Kuzey Afrika ve gliineybati Asya’ya 6zgl olmakla beraber Hindistan, Pakistan,
Suriye, Turkiye ve Suudi Arabistan gibi diinyanin pek ¢ok Ulkesinde yetistiriimektedir
(Ahmad vd., 2013). Emtia Ticaret istatistikleri Veritabanina gére ¢érek otunun kiresel
tiketiminin 187.000 ton oldugu tahmin edilmektedir (Coskun vd., 2019). Cérek otunun
kiresel Uretiminin % 85’inden fazlasini Hindistan gergeklestirirken, % 3.5’i Suriye ve %
2.8'i Turkiye tarafindan uretiimektedir (Anonim, 2014).

N. sativa dinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan sifali bir bitki olmakla beraber Unani ve
Tibb, Ayurveda ve Siddha gibi ¢esitli geleneksel tip sistemlerinde de oldukg¢a popdulerdir.
N.sativa’nin tohum ve yagi Uzerine gesitli ilag ve gida sistemlerinde geleneksel halk
tibbinda uzun bir ge¢cmisi bulunmaktadir (Ahmad vd., 2013). Cdrek otu en az 2000 yildir
geleneksel ve dogal bir ilag olarak kullaniimaktadir (Cakir ve Giulseren, 2019).
Dolayisiyla saglik alaninda en zengin gecmise sahip olan bitkilerden oldugunu sdylemek
mimkundir (Ermumcu ve Sanlier, 2017). islam literatliriinde ise sifa tibbinin en dnemli
formlarindan biri olarak kabul edilmektedir (Ahmad, 2013). Tip tarihinin en GnlU kitap
yazarlarindan olan ibn-i Sina, ¢drek otunun metabolizmay! uyararak viicut enerjisini
dizenledigini ve halsizligi 6nledigini belirtmistir (Ayhan, 2012).

Siyah tohum ve kara kimyon olarak da bilinen ¢orek otu Orta Dogu ulkeleri ve dinyanin
diger bircok Ulkesinde astim, bronsgit, diyare, bas agrisi, romatizma, hipertansiyon, ates
ve grip rahatsizligin tedavisinde bitkisel bir tibbi ilag olarak kullanilmistir (Silahtaroglu
vd.,, 2014). Daha ©Once vyapillan c¢alismalarla ¢érek otu tohum ekstrelerinin
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Candida
albicans Uzerine antimikrobiyal aktivite etkide bulunarak buyumelerini engelledigi

gOsterilmistir (Hanafy ve Hatem, 1991).

Corek otunun saghda vyararlari Uzerine yapilan kapsamli calismalar sonucunda

antifungal, antimkrobiyal, antisistozomyas, antioksidan, antidiyabetik, antikanser,

antienflamatuar ve analjezik, imminmodulatér, kardiyovaskiler, gastro koruyucu,
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hepato koruyucu, nefroprotektif, akciger koruyucu ve antiastim, antikonvilsan,
antioksitoksik aktiviteler gosterdigi belirlenmistir (Padhye vd., 2008). Cérek otu ayni
zamanda gida endustrisinde oksidasyonu 6nleyici bitkisel bir antioksidan ajan olarak ve
cesitli gidalarda baharat olarak kullaniimaktadir (Hassanien vd., 2015). Degerli
bilesenleri blnyesinde bulunduran ¢oérek otunun, bu degerli bilesenleri insan
metabolizmasina katmak amaciyla kullanim alanlari genigletiimelidir.  Kullanim
alanlarinin kisith olmasindan dolayr artirmaya yonelik yapilacak arastirmalara ve

c¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bahsi gegen biyoaktif 6zelliklerin cogu durumda timokinon ve ugucu yaglar gibi tohum
bilegenlerinden kaynaklandigi belirtimektedir (Hadi, Mohammed ve Hameed, 2016).
N.sativa bitkisi Uzerine yapilan c¢alismalar ¢ogunlukla tohum ekstreleri ve yagiyla ilgili
oldugundan caligmalar iki ayri bélumde ele alinabilir (Ayhan, 2012). Tohum ekstrelerinde
fenolik bilesenler, steroidler, proteinler ve alkaloitler tespit edilip calismalarda bunlar
uzerine yogunlagiimigken; c¢orek otu yagindan steroller izole edilerek calisiimistir.
Timokinon (TQ) bilesigi ise fenolik bilesen igeriginin blayudk bir kismini olusturmakta ve

biyolojik aktivitelerde nemli bir yeri bulunmaktadir (Al-Yahya, 1986).

N. sativa’nin tohum ve bilesenlerinin terapdtik etkilerinin ve etki mekanizmalarinin
incelenmesi igin yapilacak g¢aligmalar énem arz etmektedir (Ahmad vd., 2013). TQ ve
alfa-hederin bilegikleri bilinmekle beraber arastirmalar sonucu belirlenecek diger
biyoaktif bilegsenleri de gesitli hastaliklarin tedavisinde ve kemoterapétik ajanlarla uygun
kombinasyonlarda birgok hastaligin tedavisinde kullanilabilme potansiyeli vardir (Ahmad
vd., 2013).

Gorek otunun fonksiyonel o6zelliklerini ilgilendiren c¢alismalarin gogu genellikle ¢orek
otunun yagi Uzerine oldugundan dolayi ¢érek otu tohumlarinin protein bilesenlerine ait
biyoaktif Ozellikleri cok daha az arastinimigtir (Cakir ve Gulseren, 2019). Dolayisiyla
N.sativa bitkisinin proteinleri ile ilgili yapilacak calismalar sayesinde daha fazla bilgi
edinilmesi ile bu bitki kaynaginin bitkisel, fonksiyonel ya da terapétik etkilerinden dizenli
bir diyet ile bilingli bir sekilde faydalanilmasi saglanabilir. Tohumun tiketimi nispeten zor
oldugundan protein bilesenlerinin Gretimi ile bitkinin yenilebilirlik ozellikleri gelistirilebilir
(Cakir ve Gllseren, 2019).

Corek otu tohumunun protein miktari g6z 6nidne alinarak yagi alinmis tohum
posalarinda protein igeriginin % 30’dan daha fazla olmasi beklenebilir (Coskun vd.,
2019). Bitkisel kaynakli protein bazinda yagh tohumlar tahillara gére oldukg¢a yulksek
miktarda protein icermektedir (Potter ve Hotchkiss, 1995). Proteinlerin hem teknik hem
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de biyolojik anlamda islevsel biyomolekuller olduklari ve ¢érek otu tohumunu tiketmenin
zorlugu disundldiginde bu degerli kaynaktan protein Grlnleri Greterek kiresel tretimin
ve tuketimin artirabilecegi o6ngoérulmektedir (Coskun vd., 2019). Bu c¢alismada
uretilebilecek olan  fonksiyonel bilesenlerle bu potansiyelin  desteklenecegi
disUnutlmektedir.

2.10 Gorek otu proteinleri

Tibbi bitkiler arasinda oldukg¢a sik kullanilan bitkilerden olan ¢érek otu bitkisinin aktif
bilesenlerinin kaynagi, bitkinin tohumu ve tohumdan elde edilen yaglaridir (Goreja,
2003). Hasat mevsimi, Urlin ¢esidi ve Urtnun yetistirildigi iklime gbre dedismekle beraber
¢corek otu tohumlarinda % 20.2 ham protein ve proteinlerin yapi tasi olan bazi
aminoasitlerin bulundugu belirtiimektedir (Vatansever vd., 2013). Yagi alinmis ¢orek otu
tohumundan Uretilen protein konsantresinin esansiyel amino asit icerigi agirlikca
yaklasik olarak % 33 oraninda; protein miktari ise % 54 olarak bulgulanmistir (Cakir ve
Gllseren, 2019).

Proteinler hakkinda fonksiyonel bilgilerin yapisal ve dizilimsel agiklamalarin bulundugu
Uniprot Knowledgebase’de (UniProtKB) 5 adet degerlendiriimis 22 adet ise
degerlendiriimemis corek otu proteini oldugu belirtimektedir

(https://www.uniprot.org/uniprot/?query=black+cumin&sort=score,  t.y.). Bunlardan

defensin D1, defensin D2, thionin NsW1, thionin NsW2 ve non-specific lipid-transfer
protein 1 degerlendiriimis proteinlerdendir. Bu proteinlerin molekuler fonksiyonlari genel

olarak genel olarak antibiyotik, antimkrobiyal ve fungisit etkiler olarak raporlanmistir.

Gorek otunun amino asit igerigini belirlemek igin yapilan bir galismada glutamik asit,
aspartik asit, 16sin, glisin ve arjinin amino asitlerinin en yutksek oranda bulundugu
belirtimekte ve amino asit igeridi oranlari % 22.4 glutamik asit, % 10.05 aspartik asit, %
9.18 arjinin, % 6.92 16sin, % 6.86 glisin, % 6.07 pirolin, % 5.10 valin, % 4.21 alanin, % 4
fenilalanin, % 3.98 isoldsin, % 3.95 treonin, %3.91 lizin, % 3.8 serin, % 3.35 tirozin, %
2.83 histidin, % 1.45 metionin, % 1.17 sistin ve % 0.77 triptofan olarak verilmektedir (Al-
Gaby, 1998).

Corek otu tohumunun yagi uzerine daha ¢ok arastirlma yapilmasindan dolayi biyoaktif
Ozelliklerinin ¢ogu, yaginda bulunan timokinon ve ugucu yag bilesenlerine atfedilmistir
(Hadi, Mohammed ve Hameed, 2016). Protein bilesenlerinin biyoaktif 6zellikleri ise gok
daha az arastirimistir (Cakir ve Gllseren, 2019). Cérek otu proteinlerinin biyoaktif

Ozelliklerinin arastinimasi ve ¢orek otunun yagi alinmig posasindan elde edilecek katma
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degerli protein drunleri dretiimesi hem surddrdlebilir cevre politikasina hem de dlke
ekonomisine katki saglanmasi agisindan olduk¢ca 6nemlidir. Uzun yillardir geleneksel
halk tibbinda bitkisel bir kaynak olarak kullanilan ¢érek otu proteinlerinin biyoaktif

Ozelliklerinin belirlenmesi ve degerlendiriimesi 6nem arz etmektedir.

2.11 Projede findik proteinlerinin hidrolizi amaciyla kullanilan enzimler
Bu calismada enzimatik hidroliz amaciyla tripsin, kimotripsin ve termolisin proteazlari

kullanilmigtir. Bu proteazlar hakkinda asagida kisaca bilgiler verilmistir.

Termolisin (EC 3.4.24.27), Gram (+) Bacillus thermoproteolyticus organizmasindan izole
edilen 34,6 kDa molekuler agirida sahip, termostabil kalsiyum baglayici bir ¢inko
endopeptidazidir. Oncelikli olarak hidrofobik amino asit kalintilarinin  N-terminal

tarafindaki protein baglarini hidrolize eder (Rawlings ve Barrett, 1995).

Tripsin (EC 3.4.21.4), serin proteazlarin endopeptidaz bir Gyesidir. Molekll agirhgi
yaklasik olarak 23.8 kDa ve 223 amino asit kalintisindan olusan tek zincirli bir
polipeptitten olusur. Tripsin, lizin ve arginin amino asit kalintilarinin C-terminal tarafindaki
peptitleri pargalar (Walsh,1970; Keil, 1971). Ayrilma bdlgesinin her iki tarafinda asidik bir
kalinti varsa, hidroliz orani daha yavastir ve ayrilma bodlgesinin karboksil tarafinda bir

prolin kalintisi varsa ayrilma olmaz (Yaron vd., 1993; Keil, 1971).

Endopeptidaz sinifindan olan serin proteazlar, aktif merkezlerinde esansiyel serin dizisi
varligina sahiptirler. Serin proteazlar proteinlerin lizin ve arginin artiklarinin karbonil
uclarinin spesifik hidrolizini gergeklestirmektedir. Metabolizmada hormon ve immin
sistem aktivitesi, kan pihtilasmasi gibi birgok proseste bulunurlar (Ahsan ve Watabe,
2001). Serin proteazlar sinifindan olan tripsin enzimi de hidrolitik bir enzimdir
(Bisswanger, Nouaimi ve Klaus, 2001). Molekuler agirhd: ise 23,8 kDa olarak
belirtiimektedir (Ahsan ve Watabe, 2001). (Tripsin Arg-X, Lys-X bolgelerinden keserek
proteinlerin yikimini gergeklestirmektedir (Bisswanger, Nouaimi ve Klaus, 2001).
Tripsinojen adli aktif dncl protein olarak pankreastan salgilanan tripsin enzimi, bagirsak
mukozasindan salgilanan enterokinaz enzimi ile aktif forma gegirilir. Oto-katalitik olarak
tripsinojenin aktivasyonundan ve kimotripsin, elastaz, karboksi-peptidaz gibi proteazlarin
aktivitesinden de sorumludur (Malmsten ve Larsson, 2000). Tripsin enzimi katalizinin
mekanizmasi; substrata baglanma, His-57 tarafindan desteklenen Ser-195ten protein
transferiyle peptit Gzerinde bulunan bagin karbonil grubuna nikleofilik sadirisiyla peptit
baglarinin yikimi ve ilk Grinlin serbest kalmasi, His-57 ile desteklenen agil-enzim
arasina suyun girmesi ve tetrahedral aranin olusumuyla acil aranin ¢ézilmesi ve ikincil
urindn serbest kalmasi seklinde gergeklesmektedir (Perona ve Craik, 1994).
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Kimotripsin (EC 3.4.21.1) de serin proteazlarin endopeptidaz bir Uyesidir. Molekl
agirhgi yaklasik olarak 25 kDa olup 241 amino asit kalintisi icermektedir (Matthews vd.
1967; Burrell, 1993). Peptit baglarini fenilalanin, tirozin, triptofan ve 16sin kalintilarindan
sonraki karboksil gruplarindan pargalar. Ayrica metiyonin, izolésin, serin, treonin, valin,
histidin, glisin ve alaninin amino asit kalintilarinin oldugu C-terminal tarafinda da

parcalanmalar meydana geldigi bildirilmigtir (Burrell, 1993)

Papain enzimi ise ¢ok fazla sayida ve dusuk molekiler agirlikta peptit elde edilmesini
saglayarak, biyoaktif Ozellik gosterme potansiyeli olabilecek peptitlerin arastiriimasi
amaciyla kullaniimaktadir. Literatirde de yayginlikla degerlendirildigi bilinmektedir. Endo
proteazlar sinifinda yer alan sistein proteazlar; aktif merkezlerinde bulunan sistein (Cys),
histidin (His) ve aspartik asitten (Asp) olugsan Ugli katalitik yapilari ile karakterizedirler
(Bugg, 1996). Papain (EC 3.4.22.2) papaya (Carica papaya L.) lateksinden izole edilmis
endolitik bir bitkisel sistein proteazidir (Amri ve Mamboya, 2012). Papain,
olgunlasmamis papaya derisinin kesilmesi ve daha sonra kesilmis olan lateksin
toplanmasi ve kurutulmasiyla elde edilir. Meyvenin yegilliginin artmasiyla papainin
aktifligi arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir. Meyve ne kadar yesil olursa papain

enziminin de o kadar aktif olmaktadir (Amri ve Mamboya, 2012).

Papain; 1CVZ PDB erisim numarasina, 23.406 Da molekuler agiriga, doért disulfar
kdprusune sahip olan, tek zincirli protein yapisinda bulunan ve GIn19, Cys25, His158 ve
His159'da katalitik etkileri olan bir enzimdir (Robert vd., 1974). Ayrica ¢ok ¢esitli kosullar
altinda stabil ve aktif kalabilen, ylUksek sicakliklarda dahi kararh olabilen bir enzimdir
(Cohen vd., 1986). Farkh substratlara gére aktivitesi degisen papain igin optimum pH
3.0-9.0 arahiginda belirtiimektedir (Edwin ve Jagannadham, 2000). Papain, sulfidril grubu
enzim aktivitesi icin oldukga gereklidir, U¢ disulfit kdprusine sahip olan tek zincirli bir
polipeptittir (Rostika vd., 2018). Papain 212 aminoasidin tek bir polipeptidinden
olusmaktadir ve aktif bdlgesine 7 amino asit yerlesebilmektedir (Fersht, 1998). Papainin
proteolitik aktivitesinin, elastin ve proteoglikanlari pargalanmasi gibi aktiviteler de dabhil
olmak Uzere pepsin ve pankreatinden daha gulgli oldugu belirtiimektedir (Paul vd.,
2013). Papain; proteinlere, kisa zincirli peptitlere, amino asit esterlerine ve amid
zincirlerine karsi gosterdigi genis proteolitik etki nedeniyle gida ve ila¢ endistrilerinde
yodun olarak kullaniimaktadir (Amri ve Mamboya, 2012). Papain enzimi 6zellikle bazik
amino asitleri (arginin, lisin ve fenilalanin) iceren peptit baglarini pargcalamaktadir
(Menard vd., 1990).

33



TUBITAK

Papain enziminin mekanizmasi, aktif bolgede bulunan U¢ amino asidin sistein-25 kismi
ile termal amino kismini serbest birakan peptit zincirinin omurgasindaki karbonil grubu
karbonunu etkileme seklindedir (Amri ve Mamboya, 2012). Peptit baglarini koparan bu
mekanizma, Cys-25’in His-159 ile etkisiz hale getirilmesidir. Proteinin peptit zincirleri
boyunca bu islem gerceklestijinden protein parcalanmaktadir. Asparagin-175 ise bu
islemin gerceklesmesi i¢in His-159’un imidazol halkasina yonlendirmektedir. Asparagin-
175 amino asidi ile beraber bu ¢ amino asit papain enziminin aktif bdlgesinde ¢alisan
ve enzimin kendine 6zgu fonksiyonlarini saglamayan amino asitlerdir (Menard vd.,
1990).

Papain enzimi, proteinlerin katlanma ve agilma davranislarini anlayabilmek icin iyi bir
sistem saglayan ve iyi tanimlanmis iki alandan olusmaktadir (Edwin vd., 2002). Papain,
molekilin katlandigi G¢ disulflr kdprisit boyunca dengelenmekte ve enzim stabilitesine
katkida bulunan yan zincirler arasinda gugcli bir etkilesim olusturmaktadir (Edwin ve
Jagannadham, 2000). Katalitik yapisi ise amino asitler sistein-25 ve histidin-159'dan
olusmaktadir (Menard vd., 1990).

Ayrica proteinlerin hidrolizinde papain, tripsin, pepsin, alkalaz enzimlerinin kullanimi
giderek artmaktadir (Aspmo vd., 2005). Gidalardan spesifik biyoaktif peptitlerin
uretiimesinde belirli proteolitik enzimlerin kullanildigr bilinmemekle beraber bazi
enzimlerin daha duasik molekiler agirlikh biyoaktif peptitler Gretme egiliminde oldugu
bilinmektedir (Daliri, Oh ve Lee, 2017). Ornegin; Achatina fulica salyangoz ayak kasl
proteininin papain ve tripsin tarafindan hidroliz edildigi 6érneklerde daha fazla sayida
kiguk molekuler agirlikh peptit elde edildigi belirtiimektedir (Huang vd., 2017). Bilinen
biyoaktif peptitlerin ¢ogu da gastrointestinal enzimlerden olan pepsin ve tripsin
kullanilarak Uretilmistir (Gobbetti, Minervini ve Rizzello, 2004). Ornegin; anjiyotensin-
donusturtucu enzimi (ACE) inhibe eden biyoaktif peptitler cogunlukla tripsin kullanilarak
dretilmigtir (Meisel ve FitzGerald, 2003).

Disik molekuler agirlikli peptitlerin (<10 kDa), yuksek molekiler agirlikli peptitlere gore
daha etkili antioksidan ve antihipertansif peptitler oldugu bilgisinden yola ¢ikarak; ticari
olarak biyoaktif peptitlerin Uretiimesinde digslik molekuler agirlikli peptitler Ureten

proteazlarin secilmesi faydal olacaktir (Wattanasiritham vd., 2016).

Literatirde findik proteinlerinin ve peptitlerinin biyoaktif 6zellikleri Uzerine ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Buna ek olarak, literatirde dizenli olarak findik ve
bilesenlerinin alerjik &zelliklerine vurgu yapildigi bilinmektedir. Bu iddialarin bilimsel

temeli olmakla birlikte dogru teknolojik uygulamalarla hem insan sagligina olumlu etkileri
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bulunan hem de alerjik 6zellikleri baskilanmis findik bilesenleri Uretilebilecegdi
disuncesini tasimaktayiz. Ayni zamanda enzimatik parcalanmanin alerji giderici
potansiyeli de bulunabilmektedir (Yu vd., 2011). Bu caligmada ulkemiz ekonomisinde
oldukga 6nemli bir yeri olan Giresun tombul findigina ait soguk pres posalarinda farkh

enzim ve modern fraksiyonlama teknikleri kullanilarak antihipertansif, antidiyabetik ve

antioksidatif etkileri bulunan biyoaktif peptitlerin Gretiimesi hedeflenmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Materyaller

Antihipertansif, antidiyabetik ve antioksidatif peptitler elde etme amaciyla yapilan bu
calismada endustriyel yagh findiklarin soguk pres posalari ham madde olarak
kullaniimigtir. Giresun tombul findigi (Corylus avellana L.) posasi Oneva (Neva Gida
Ltd., istanbul, Tirkiye) tarafindan temin edilmistir.Benzer sekilde, ¢érek otu posasi da
ayni firmadan temin edilmigstir. Piyasadaki baska tedarikgilerin de (Fiskobirlik tedarikgileri
dahil olmak Uzere) numuneleri degerlendiriimis olmakla birlikte tekrar edilebilirlik ve
performans agisindan s6z konusu firmanin numuneleri tercih edilmistir. Piyasadaki bazi
posalarda “cerezlik vasfini kaybetmis” ham maddelerin kullaniimis olmasi; tekrar
edilebilirlik agisindan ciddi bir problemdir.

Calismada kullanilan enzim ve kimyasallar; Kaptopril (PHR1307-1g), ACE (A6778-1 un),
N-Hippuryl-His-Leu (H1635-1g), termolisin (P1512-100mg), tripsin (T4799-1009),
kimotripsin (C4129-1g), DPP-IV (D4943-1vl), Diprotin-A (19759-25mg), Gly-Pro-pNA
(G0513-100mg), Tris (GE17-1321-01), sodyum kazeinat (C8654-1kg), 2,4,6-
trinitrobenzensulfonik asit solisyonu (TNBS) (P2297-10ml), borik asit (B6768-1kg),
trifloroasetik asit (T6508-25ml) ve diger kimyasallar Sigma Chemical Corp. (St Louis,
MO, ABD) dan temin edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Bitkisel posanin kompozisyon analizi

Protein tayini NMKL (2003) metoduna goére yapiimistir. Ham madde ve izolatlarin
analizinde en az 3 numune kullaniimis ve hesaplamalarda doéntusum faktéri 6,25
alinmistir. Nem ylzdesi AOAC 950.46B protokoliine goére belirlenmistir (AOAC, 2006).
Bir kapta 2 g numune tartilarak etivde 100-102°C’de 16—18 saat sureyle tutulmustur.
Bu slrenin sonunda numune bir desikatérde sogutulmus ve agirlik farki, numunenin

nem ylUzdesini hesaplamak igin kullaniimistir.

7 [T
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Sekil 1. Numunelerin nem tayinine tabi tutulmasi.

Numunelerdeki kil miktari, organik maddenin yanmasindan veya tamamen
oksidasyonundan sonra inorganik kalintilarin analizine dayali olarak AOAC 938.08
(AOAC, 1938) protokolline gore belirlenmigtir. Sabit tartima getirilen porselen krozelere
2 g numune tartilmistir ve numuneler, sabit tartima gelene kadar 550°C’de tutulmustur.

Siure sonunda krozeler sogumalari igin desikatore alinmistir. Kil yizdesi, inorganik

tortunun toplam agirlikla tartiimasiyla hesaplanmistir.

Sekil 3. Desikatdre sogumasi icin alinan érnekler.
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Numunelerle ilgili temel 6lcimlerin sonuglari bu kisimda (Tablo 4) 6zetlenmektedir.
Bulgular uygun tekniklerle ylksek protein icerigi olan protein izolatlari Gretmenin
mimkun oldugunu gdstermektedir.

Tablo 4. Findik kUspesi ve findik protein izolatlari i¢in kuru bazda nem, kul, protein
icerigi (% g/g). Degerler, en az 2 bagimsiz dl¢imin ortalamasini vermektedir.

Findik kiispesi

Findik proteini izolati

Nem (%) 8,9410,2 3,44+0,2
Kiil (%) 6,42+0,1 1,18+0,1
Protein (%) 50,02+1,4 94,81+1,8

3.2.2 Bitkisel posalardan protein izolatlarinin uretilmesi

Protein konsantrelerinin Uretimi icin Boye vd. (2010) tarafindan bildirilen alkali
ekstraksiyonu-izoelektrik ¢oktiirme (AE-IC) yéntemi kullanilmistir. Bu yéntemde yagi
alinmis findik kispeleri su ile karistirilarak (1:15, agirlik/hacim) dispers hale getirilmistir.
Ortamin pH degeri 1 N NaOH c¢ozeltisi kullanilarak pH 9,5’a sabitlenmis ve dispersiyon,
oda sicakhginda manyetik karistirici ile 500 rpm’de 1 saat karistiriimistir. Ardindan
dispersiyonlar, yuksek hizlh santrifij CR22 N (Hitachi Koki Co., Ltd., Tokyo, Japonya)
kullanilarak 10000xg’de 30 dakika boyunca santrifij edilmistir (20°C). Cozinmus
proteinleri iceren sivi faz toplanarak ortamin pH degeri 1 N HCI ile pH 4,5 degerine
indirilmistir. Boylelikle proteinlerin izoelektrik ¢okelmesi tesvik edilmistir. Cokelen
proteinleri ayirmak igin ayni kosullarda tekrar sanrifij islemi gerceklestiriimistir. Cokelen
protein konsantreleri toplanarak liyofilizasyon islemine kadar -20°C’de saklanmigtir.
Uretilen protein izolatlari calismalarda kullanilmak Uzere toz formda tekrar -20°C’de
saklanmistir. Liyofilizasyon iglemleri (her bir batch igin), cihaz spesifikasyonlarina uygun
olarak -54°C ve 102 mbar kosullarinda 18 saat boyunca ydrutilmustir (TRS 2-2V,
Teknosem, istanbul).
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Sekil 5. Liyofilize protein drneklerinin toz hale getirilerek -20°C’de saklanmasi.

3.2.3 Protein izolatlarinin proteolitik hidrolizi

Findik proteini hidrolizatlarinin Gretimi igin ilk agsamada tripsin, kimotripsin ve termolisin
proteazlari kullanilmistir. Dispersiyon %1 findik protein konsantreleri kullanilarak 100
mM Tris-HCI pH:8 tamponunda hazirlanmistir. Protein dispersiyonlarina, tripsin ve
kimotripsin igin 1:100, termolisin icin 1:50 (enzim: substrat) oranda proteazlar
eklenmistir. Enzimatik proses uygun bir karistiricili termomikser kullanilarak 37°C 1000
rom’de Uzerinden 1 gece gegecek bicimde (18 saat) surdurtlmistir. Bu sureci takiben

enzim inhibisyonu igin c¢oézeltiler 95°C’ye isitilip bu sicaklikta 5 dakika tutulmugtur.
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Sonrasinda numuneler buz banyosuna alinarak hizlica sodutulmustur. Termolisin
enziminin inhibisyonu igin ayrica final konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde formik asit
cozeltisi (%10) eklenmistir. Cozinmeyen parcaciklar santrifij yoluyla (30 dakika,
5000xg) ayirilmistir. Son olarak, numuneler 0.45 ym PVDF siringa filtreden gecirilmistir
(Gulseren & Corredig, 2013).

Papain ile hazirlanan findik proteini hidrolizati igin, enzim:protein orani 1:100 olacak
sekilde pH 7.0’da 20 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi icerinde karisim hazirlanmistir.
Eppendorf tiplerindeki karigsim igin enzimatik proses karistiricili termomixer kullanilarak
50 °C’de 1000 rpm’de 150 dakika surdiralmustar.

Bromelain ile hazirlanan findik proteini hidrolizati igin, enzim:protein orani 1:100 olacak
sekilde pH 4.5’te 30 mM sodyum asetat tampon ¢dzeltisi icerinde karisim hazirlanmistir.
Eppendorf tiplerindeki karisim igin enzimatik proses karistiricili termomixer kullanilarak
45 °C’de 1000 rpm’de 150 dakika strdtrtlmuastar.

Pepsin ile hazirlanan findik proteini hidrolizati igin, enzim:protein orani 1:100 olacak
sekilde, saf suyun 1 N HCI ile pH 2.0'ye getiriimesiyle elde edilen tampon ¢ozeltisi
icerinde karisim hazirlanmigtir. Eppendorf tiplerindeki karisim i¢in enzimatik proses

karistiricili termomixer kullanilarak 37 °C’de 1000 rpm’de 18 saat surdiraimustar.

Demir selasyon aktivitesi testi igin tampon ¢ozelti kullaniimadan proteinler saf su iginde
hazirlanmis ve 1 M NaOH kullanilarak suyun pH degeri, pH 8’e ayarlanmistir. Sonraki
islemler yukarida anlatildigi sekilde gerceklestiriimigtir.

3.2.4 TNBS yontemi ile hidroliz derecesinin belirlenmesi

Trinitrobenzen silfonik asit (TNBS) yontemi, gida proteini hidrolizatlarinin
hidroliz derecesini belirlemek i¢in dogru, tekrarlanabilir ve genel olarak uygulanabilir
olmasi sebebiyle yaygin olarak tercih edilmektedir. TNBS ile pirimer amino gruplarinin
arasindaki reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan kromofor'un spektrofotometrik dl¢gimine
dayali bir ydntemdir. Reaksiyon sonucu olugan kromofor acgik sari bir renk olusturur ve
bu rengin absorbans veya optik yodunlugu c¢ozeltide bulunan serbest amino asit

konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Adler-Nissen,1979).

TNBS yontemi Adler-Nissen (1979) tarafindan tarif edilen prosedire uygun olarak
gerceklestiriimistir. Bir gece gececek bicimde (18 saat) inkibe edilen %1 oraninda

protein igceren hidrolizat 6rnekleri, enzim inaktive edildikten ve santrifiijlendikten sonra,
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%71’lik SDS ile seyreltilmistir. Daha sonra 0.25 mL’lik érnekler aliminyum folyo ile sariimig
deney tlplerine alinarak Uzerlerine 2 mL 0.2125 M sodyum fosfat tampon (pH 8.2) ve 2
mL %0,1’lik TNBS ilave edilerek su banyosunda 50°C sicaklikta 1 saat boyunca inkutbe
edilmistir. Slre sonunda reaksiyonu durdurmak igin deney ttplerine 4 mL 0.1 N HCI
ilave edilmistir. Orneklerin absorbans degerleri Shimadzu UV-1280 model UV-VIS
spektrofotometre (Shimadzu, Milton Keynes, ingiltere) cihazi kullanilarak 340 nm’'de
kontrol ¢o6zeltisine karsi okunmustur. Kontrol ¢ozeltisi icin 0.25 mL %71’lik SDS ve
standart ¢ozeltisi icin 1.5 mM L-I6sin kullanilmistir. Ayrica referans érnek olarak sodyum
kazeinat (C8654, Sigma-Aldrich Corp.) kullaniimistir. Sodyum kazeinat, protein
numuneleri ile benzer kosullarda triptik hidrolize tabi tutulmustur. Orneklerin 16sin amino
esdegeri asagidaki formal kullanilarak hesaplanmistir.

Absgr ek AbTLanrgl

»5xCoandart
- . _ Abs —4hs 2
lésin NH,{meqv/g) __mu.ﬂm_mmm—xxp

Abs: Absorbans degerleri (340 nm)

Cstandart: Standart olarak kullanilan 16sin konsantrasyonu (meqv/L)
S: Seyreltme faktori

X: Ornek miktari (g)

P: Ornekteki % protein miktari (yas bazda)

Orneklerin hidroliz derecelerinin hesaplanmasinda asagidaki esitlikler kullaniimistir.

04DH = hl % 100

tot
h=(ldsin MH, —b)/ameqv /g protein

DH: Hidroliz derecesi

h: Pargalanan peptit baglari(meqv/g protein)
hiwt: Toplam peptit baglari (meqv/g protein)

Ornekler igin a, b ve hy sabitlerinin degeri Nielsen vd. (2001) tarafindan bildirilen
ortalama degerler kullaniimigtir. Cogu protein igin, amino asitlerin ortalama molekuler
agirhgi, yaklasik 125 g/mol'dur ve kg protein basina h«: esdegeri yaklasik 8 gramdir.
Hammadde incelenmediginde, a ve b'nin sirasiyla 1.00 ve 0.40 oldugu tahmin edilir
(Nielsen vd. 2001).

3.2.5 Peptitlerin fraksiyonlara ayrilmasi

Hidroliz edilen findik proteinleri AKTA- Pure 25-L1 FPLC kromatografi sistemi (GE
Healthcare, Buckinghamshire, ingiltere) kullanilarak fraksiyonlanmistir. Fraksiyonlama
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islemi igin HiTrap Capto Q (GE Healthcare, Buckinghamshire, ingiltere) anyon degisimi
kolonu ile yaratalmuastir. Bu hazir kolonda boyut farkliliginin fraksiyonlamaya etkisinin
olup olmadigini incelemek amaciyla 1 ml ve 5 ml yatak hacimli iki farkl boyut
denenmistir. Kolon hacminde akis hizi (1 CV/dk) verilerek yine kolon hacmi kadar
hidrolizat ornekleri kolona enjekte edilmistir. Kolona baglanmayan bilesiklerin
uzaklastirilmasi icin 5 kolon hacminde (CV) tuz icermeyen 20 mM Tris-HCI (pH:8.3)
tamponu ile kolon yikanmistir. Yikama sirasinda kolondan uzaklastirilan bilesikler
aktivite testlerinde kullaniimak zere toplanmistir. Kolona bagl bilesiklerin ellisyon islemi
icin ise tuzlu 20 mM Tris-HCI (0,6 M NaCl, pH 8.3) tamponu kullaniimistir. Elisyon iglemi
32 CV boyunca 0,6 M NaCl konsantrasyonuna kadar tuz konsantrasyonu lineer bir
sekilde artinlarak gercgeklestirilmistir. Elisyon iglemi boyunca 2 CV aralklarla
fraksiyonlama yapilarak kolondan koparilan bilesikler deney tlplerine toplanmistir. Tim
asamalarda 280 nm dalga boyunda UV dedektér ve iletkenlik dederleri takip edilmistir.
Toplanan tim fraksiyonlar aktivite testlerinde kullaniimak Utzere -20°C de kisa sureli
depolanmistir. DPP-IV onleyici aktivite testi icin ayri olarak 100 mM Tris-HCI pH:8

tamponunda ayni sekilde fraksiyonlama islemi yapilmistir.

Hidrolizatlari peptitlerin farkli 6zelliklerine goére gruplandirmak igcin FPLC sistemi
kullanilmigtir. Calismada kullanilan FPLC sisteminin akis yolu Sekil 6 Uzerinde

gOsterilmektedir.
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Sekil 6. FPLC akis yolu

Onceki galismalarda FPLC'ye ait farkh 6zellikteki 1 ml hacimli kolonlarla denemeler
yapilmigtir. Hidrofobik kolonlarda etkilesim goérilmedigi icin genelde iyon degistirici
kolonlar ile caligiimistir. Kolonlardan Capto DEAE (zayif anyonik), Capto Q (guglu
anyonik), Capto S (glcli katyonik), DEAE FF (zayif anyonik) kullaniimistir. Bu
denemelerde uygun metot kurularak kullanilan tampon ¢o6zeltinin pH’si, kullanilan
tampon ¢dzeltinin tuz konsantrasyonu, CV (“column volume”) gibi parametreler
degistirilerek digerlerine gore en yuksek absorbans degerinde fraksiyonlarda ayrim
saglayan kolon tercih edilmistir. Uygun tuz konsantrasyonu belirlemek i¢in 0.5 M, 0.6 M,

0.8 M ve 1 M NaCl igeren farkli tampon ¢ozeltiler ile deneme yapilmistir.

42



v

TUBITAK

FPLC sisteminde findik proteini hidrolizatlari icin kurulan metotlara ve cihazin faal
oldugu bir fraksiyonlama islemi sirasiyla Sekil 7A ve 7B’de gosterilmistir. Fraksiyonlama

sayesinde toplanan fraksiyonlarin biyoaktif 6zellikleri incelenmistir.

J Phase Properties ITextInstructlon; T ]

Method Settings Elution
lse the same flow rate as in Method Settings lse the same inlets as in Method Settings
FI il 5.000( mi 0.000 - 25.0001 Inlet A A1 ~
Equilibration ow rate - ml/min [ ]| nlet & A
Inlet B B1 ~
v @
Sample Application
() Isocratic elution
v Volume 1.50| CV 0.0 % B [0.0- 100.0]
Column Wash (® Gradient elution
v Start at % B [0.0- 100.0] [ Fill the system with the selected buffer
Target B Length
Elution = (0-100) v
1 |Linear 100.0 25.00 Add Segment
v
Delete Segment

Column Wash

Mote: A gradient delay is automatically added. provided that the last gradient segment is linear

Fractionate Fractionation settings
() in waste (do not collect)  Fractionation type Fixed volume fractionation ~
A () using outlet valve Fractionation destination

e Peak fractionation destination

hncionicolledior o~ Fixed fractionation volume 15.00( ml[0.00 - 50.00]

Peak fractionation velume 200, mi[0.00- 50.00]

020 CV (only for isocratic elution)

Sekil 7. (A) FPLC’de fraksiyonlari i¢in kurulan érnek metot, (B) FPLC’de hidrolizatlarin
dizenlenen metot ile fraksiyonlanmasi.

3.2.6 ACE-6nleyici aktivite testleri

Peptitlerin in vitro ACE-Onleyici aktiviteleri, hippurik asit olusumu ile belirlenebilir. Bu
yontemde, Hippuril-His-Leu (HHL) bilesigi substrat olarak kullaniimakta ve ACE aktivitesi
ile bu kompleks, hippurik asit (HA) ile His-Leu dipeptidine ayristirimaktadir (Sinha
vd.2007).
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Bu calismada, ODS-3 C18 kolonu kullanilarak Sheih vd. (2009) tarafindan tarif edilen
yontem uygun degisikliklerle kullaniimistir. ACE aktivitesi testi HPLC sistemi (Shimadzu
Corporation, Tokyo, Japonya) kullanilarak gergeklegtirildi. HPLC sistemi; sivi
kromatografi LC-20AD solvent dagitici modiild, SIL-20A HT oto drnekleyici, DGU-20A5R
degazer, SPD-20A UV-VIiS dedektdr ve CTO-10AS VP kolon firinindan olusturulmustur.
ACE aktivite gosterebilmesi icin final konsantrasyonunda yaklasik 300 mM NaCl
icermesi gerekli gorllmustir. Bu nedenle dnceden 20 mM Tris-HCI tamponunda
saflastirilan peptit fraksiyonlarinin tuz konsantrasyonlari yaklasik olarak 0.6 M NacCl
icerecek sekilde ayarlanmistir. Sodyum borat (0.1 M pH:8.3) tamponunda hazirlanan
1.68 mU 250 pl ACE ile 250 ul peptit fraksiyonu karistirilarak 5 dakika 37°C 500 rpm’de
termomikser icerisinde On inkibasyon yapilmistir. Bu iglemi takiben 3.94 mM HHL (15
Ml) karisima eklenerek tepkime 1 saat surdirilmuistir. Sire bitiminde, 1 M HCI (500 ul)
karisima eklenerek tepkime durdurulmustur. Bu karisimdan 10 pl dogrudan kolona
enjekte edilerek ACE inhibisyonu 228 nm’de takip edilmistir. Mobil faz olarak % 50
metanolde hazirlanmis % 0,1 TFA kullaniimistir. isokratik akis hizi, 0.6 mi/dakika olarak
kullanilimigtir. Kontrol olarak 20 mM Tris-HCI + 0,6M NaCl tamponu kullaniimistir.
Referans inhibitér olarak kaptopril inhibitériinden yararlaniimisgtir. Kaptopril, Tris-
HCI+0,6M NaCl tamponunda ¢6zdurulerek final konsantrasyonunda 0,05 uM igerecek
sekilde hazirlanmistir. Kontrol degerinde HHL'nin ACE varliginda %100 HA'ya
donustigu varsayllmistir ve hesaplamalar bu varsayima goére yapilmistir. HA'daki
azalmanin arastinldidi fraksiyon ornekleri, kontrol ornegi ile kiyaslanarak % inhibisyon

degerleri belirlenmistir.

3.2.7 DPP-IV onleyici aktivite testleri

Peptit fraksiyonlarinin DPP-IV oOnleyici aktivitelerini belirlemek i¢cin Nongonierma vd.
(2018) tarafindan bildirilen ydntem modifiye edilerek kullanilmigtir. Fraksiyon
orneklerinden ve substrattan (0.2 mM Gly-Pro-pNA) 25 ul Eppendorf tlpu igerisine
alinarak kangstiriimistir. Bu karigim 37°C’de termomikser igerisinde 10 dakika sureyle 6n
inkiibasyona birakilmistir. Bu slire sonunda DPP-IV (0,01 Unite/ml) enziminden 50 ul
karisima eklenerek reaksiyon baglatiimistir. Tepkime 1 saat sdrdUrdimis ve sire
sonunda substrattan salinan pNA miktari Shimadzu® BioSpec NanoDrop
spektrofotometresi (Shimadzu, ABD) kullanilarak 405 nm dalga boyunda ol¢ulmustar.
Referans inhibitor olarak Diprotin A’dan (8 uM) yararlaniimigtir. Batin reaktifler 100 mM
Tris-HCI pH:8 tampon ¢ozeltisinde hazirlanmistir. Negatif kontrol benzer bir bigimde
sadece substrat ve tampon ¢ozelti ile hazirlanmigtir. Orneklerin % inhibisyon degerleri,

negatif kontrol érnegi ile karsilastirilarak asagidaki esitlige gére hesaplanmistir.

%DPP-IV inhibisyon aktivitesi =*"““‘klf;f°“*”‘b3'mk x 100 (2.4)
Elontrol
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3.2.8 Anti-oksidatif aktivite testleri

3.2.8.1 Demir gelasyon aktivitesi testi

Fe?* (demir-1l) iyonlarini baglamak igin, demir iyonlarinin indikatoéri olan ferrozin reaktifi
ile ortamda bulunan metal baglayici bilesiklerin yarismasi beklenir. Metal baglayici
bilesiklerin selatlama aktivitesine bagli olarak magenta renkli Fe?*-ferrozin kompleksinin
olusumu engellenir. Bu yéntem bilesiklerin demir iyonlarini baglayarak engellemesi ve
562 nm'de maksimum absorbans veren magenta rengin ve absorbans degerinin giderek
azalmasli esasina dayanmaktadir. Dusuk absorbans degeri, ilgili bilesigin yuksek demir
iyonu baglama aktivitesine isaret etmektedir (Acay, 2018).

Bu calismada protein hidrolizatlarinin Fe?* iyonlarini selatlama kapasitesi Dinis vd.
(1994) yontemine uygun olarak belirlenmistir. Tampon ¢bézeltilerin analiz sonuglarini
engellemesi sebebiyle bu test igin tampon ¢oézelti kullanilmadan proteinler hidroliz
edilmis ve fraksiyonlama islemi yapilmadan dogrudan hidrolizat 6rnekleri kullaniimistir.

Tripsin, kimotripsin ve termolisin enzimleri ile dnceki bolumlerde hazirlanigi tarif edilen
0,5 ml hidrolizat 6rnegi, 1,6 ml deiyonize su ve 0,05 ml 2 mM FeCl;ile kangtiriimigtir. 30
saniye sonra bu karisima 0,1 ml 5 mM ferrozin eklenmigtir. Oda sicakhdinda 10 dakika
inkibasyonun ardindan numunelerin absorbanslari 563 nm’de UV-1280 UV-
Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) ile dlgtlmusttr. Kontrol érnegi igin 2,1 ml
deiyonize su kullanilmistir. Bu testte, EDTA pozitif kontrol olarak kullaniimigtir.

Numunelerin % selatlama kapasitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Abskontrol—Absirnek

¥ Selatlama Aktivitesi = » 100 (2.5)

Absgontrol

Bu formulde Abs, indis olarak yazilan numunelerin absorbansi anlamindadir (birimsiz).
3.2.8.2 Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi

Hidroksil radikali duguk pH degerlerinde tiyobarbitlrik asit (TBA) ile isitildiktan sonra
pembe bir kromojen veren Urlnler olusturmak Uzere deoksiriboza saldirir. Eklenen
hidroksil radikal tutucu bilegikler Uretilen hidroksil radikalleri i¢cin deoksiriboz ile rekabet
eder ve kromojen olusumunu azaltir (Halliwell vd.1987). Ancak pek ¢ok antioksidan ayni
zamanda metal selatlayici oldugu icin Fe2*nin aktivitesini degistirebilir. Bu ylzden
degerlendirilen antioksidanin iyi bir metal selatlayici mi ya da hidroksil radikali giderici mi

oldugunun kesin anlasilamamasi metodun dezavantajidir (Becker vd., 2004).

Bu ¢alisma Halliwell vd. (1987) tarafindan gergeklestirilen yénteme uygun olarak
yapiimistir.0.1 ml 10 mM FeSOy4, 0.1 ml 10 mM EDTA, 0.5 ml 10 mM a-deoksiriboz, 0.9

ml sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4), 0,2 ml peptit ¢ozeltisi karistinimistir. Bu
45



TUBITAK

karisima 0,2 ml 10 mM H;O, eklenerek 37°C’de numuneler 1 saat boyunca inklbe
edilmistir. Bu islemin hemen ardindan 1 ml %2,8 TCA ve 1 ml %1 TBA numune tiplerine
katilarak tupler 15 dakika boyunca kaynayan bir su banyosunda tutulmustur. Numune
sicakligi oda sicakligina inince absorbans degerleri 532 nm’'de UV-1280 UV-
Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) ile 6lcliimustur. Kontrol 6rnegi olarak peptit
¢cozeltisi yerine tampon c¢ozelti kullaniimistir. BHT (0,03 mg/ml), bu deneyde pozitif
kontrol olarak kullaniimistir. Numunelerin % Hidroksil radikali tutma kapasitesi asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

% OH Radikali Tutma Aktivitesi = 222eatrel—#bsmek 4 (2.6)
Abskontral

Bu formulde Abs, indis olarak yazilan numunelerin absorbansi anlamindadir (birimsiz).
3.2.8.3 Superoksit anyon tutma aktivitesi testi

Pirogallol sulu ¢dzeltide hizla otoksidize olan bir bilesiktir. Cozeltide ilk dnce 400-425 nm
arasinda maksimum absorbans goOsteren sari-kahverengi renk olusmaktadir. Birkag
dakika sonra renk yesile dénmeye baslar ve son olarak, birka¢ saat sonra sari bir renk
gorunur. Absorbans degerindeki artis ile oksijen tuketimi arasinda sabit bir iligki
bulunmaktadir. Eger reaksiyon ortaminda slperoksit radikali giderme aktivitesi olan
bilesikler varsa, dusuk absorbans degerleri elde edilir (Marklund ve Marklund,1974).

Bu calismada Marklund ve Marklund (1974) tarfindan gergeklestirilen yontem uygun
degisikliklerle uygulanmistir. Tris-HCI tampon c¢oézeltisi (20 mM, pH 8.3) iginde
fraksiyonlanan 2 ml peptit ¢ozeltileri 40 uyL 10 mM HCI'de hazirlanmis 45 mM pirogallol
ile kanstinimistir. Karistirma iglemini takiben oda sicakliginda 5 dakika beklenmis ve
sire sonunda karisimin absorbansi 420 nm’de UVv- 1280 Uv-
Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) ile dlgilmustur. Kontrol 6rneginde peptit
¢ozeltisi yerine Tris-HCI tampon ¢dzeltisi kullanilarak hazirlanmigtir. BHT (0,03 mg/ml)
pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Numunelerin % anyon tutma kapasitesi asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Absgontrol—Absimelk % 100 (27)

% Superoksit Tutma Akfivitesi =
Absgontral

Bu formulde Abs, indis olarak yazilan numunelerin absorbansi anlamindadir (birimsiz).
3.2.9 Asetilkolinesteraz (AChE) Onleyici Aktivitesi Testi

Elde edilen protein ve peptitlerin, anti-Alzheimer etkilerinin incelenebilmesi icin
asetilkolinesteraz (AChE) onleyici aktivite testinden yararlaniimistir (Senol vd., 2010).
Corek otu proteinlerinin tripsin ve papain enzimleri ile elde edilmig hidrolizatlarinin AChE
Onleyici aktiviteleri belirlenmistir. Bu amacla, oda sicakhdina getiriimis 10 ul peptit
numuneleri (0, 15, 30, 60, ve 120. dakika), 150 pl sodyum fosfat tamponu (0,1 M pH 8),
1000 pl AChE enzimi (0,1 unite/ml) thermomixer yardimiyla 15 dakika boyunca 25°C’de
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inkibe edildi. Ardindan, 10 pl DTNB ¢ozeltisi (10 mM) ve 10 yl ATCI ¢ozeltisi (14 mM)
eklendikten sonra renkli trin olusumu goézlendi. 10 dakika sonra spektrofotometre ile

412 nm’de dlgim gergeklestirildi ($enol vd., 2010).

3.2.10 Fraksiyonlanmig peptitlerin DPPH tutma aktivitesi testi

Corek otu protein konsantrelerinin papain enzimi ile 30 dakika hidroliziyle elde edilmis
peptitlerin fraksiyonlanmasi sonucu 4 ayri fraksiyon elde edilmistir. Oda sicakligina
getiriimis 0.1 ml fraksiyonlanmis peptit numuneleri (PA, PB, PC, PD), 0.1 ml DPPH
¢ozeltisi (5.3 mg DPPH/100 ml metanol) ile kangtirildi. Ayrica yalnizca tampon
(potasyum fosfat), tampon ile DPPH, enzim ile DPPH ve protein ile DPPH igeren
numuneler de dl¢cim igin hazirlandi. DPPH iceren tim &rnekler dlcimden énce 15
dakika karanlikta inkliibe edildi. Ardindan 515 nm’de zamana bagli absorbans dlgimi
yapildi. Her bir érnek iki paralel olacak sekilde hazirlandi ve dl¢im yapildi (Villano vd.,
2007).

3.2.11 Peptitlerin tanimlanmasi
MS analizleri, Acibadem Universitesi Labmed'de gergeklestirildi (hizmet alimi) ve proje

destegi ile finanse edildi.

a) Ornek hazirligi ve LC-MS/MS analizi
Farkli enzimler ile (tripsin, kimotripsin, termolisin) ile muame edilmis érnekler, dnce 10
mM DTT ile 55°C’de 10 dk inklibe edilerek peptitler rediikte edildi. Ardindan peptit
karisimi oda sicaklhginda, karanhk bir ortamda 20 mM lodoacetamide (IAA) ile alkile
edildi. Ornekler 30 kDa filtrelerden gegirildi. Ornekler (izerinde peptit konsanstrasyon
tayini yapildi ve érnekler enjeksiyon basina 1 ug olacak sekilde LC-MS/MS analizi igin
viyallere alindi.

b) LC-MS/MS analizi
Analiz 6ncesi, analizlerin gergeklestirildigi Xevo G2-XS QTof (Waters) cihazina 6zgi
olan MassLynx programi araciligi ile dedektor ve kalibrasyon ayarlari yapilmistir. Metot
SONAR ve sensitivite moduna getirilerek, olusturulan triptik peptitler hidrofobikliklerine
gbre HSS T3 kolonunda asetonitril gradienti ile fraksiyonlanmistir. Asetonitril %5-35
araliginda arttinlarak peptitlerin kolondan ayrilmasi saglandi ve elektrospray iyonlagsmasi
sonucu kutle spektrometresinde analiz edilmistir. Analiz esnasinda, m/z 50-1950
araliginda tanimlanabilecek peptitler igin veri toplanmigtir. 0,7sn kadar MS analizi
gerceklestirildi ve peptidin batind hakkinda bilgi toplanmistir. Ardindan 0,7sn kadar

MS/MS analizi yapilip peptidin pargalanmasi ve sekans bilgisinin elde edilmesi
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saglanmistir. Protein tanimlamalar yapilirken her bir 6érnek igin uygun protein

databanklar kullanilmistir.

c) Veri analizi
ProteinLynx Global Server (PLGS 3.0) yazihmi kullanarak peptit ve protein tanimlamalari
yapiimistir. Her 6rnek turd icin uygun databank kullanilarak analiz edilmigtir. ‘False
positive rate’ %1 olarak ayarlanmistir. PLGS igin secilmis parametreler asagida

siralanmistir;

Peptit toleransi fe fragment toleransi: Otomatik

Her peptit icin minimum fragment iyon eslesmesi: 2
Her protein i¢in minimum iyon eslesmesi: 5

Her protein i¢cin minimum peptit eslesmesi: 1
Maksimum protein kutlesi: 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 Dale

Lock Mass Window: 0.25 Da

Low energy threshold: 60 counts

High energy threshold: 10 counts

3.2.12 ACE ve DPP-IV aktif fraksiyonlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

LC-MS/MS analizi sonucunda ilgili veri tabanlari ile karsilastirmalar vyapilarak
numunelerde bulunan peptitlerin dizilimleri (sekanslari), molekuler agirliklari ve
muhtemel olarak hangi findik proteininden koptuklari belirlenmistir. Buna ek olarak,
literatlirde tarif edilen bir dizi in silico analiz teknigi kullanilarak peptitlerin fizikokimyasal
Ozelliklerinin ve biyoaktif karakteristiklerinin belirlenmesi islemleri yapiimistir. Buna gore,

analizde kullanilan in silico ydntemler soyle siralanabilir:

o Uygun tekniklerle dizilimleri belirlenen peptitlerin fizikokimyasal 6zellikleri ve
biyoaktif 6zelliklerinin degerlendiriimesi literatirde bulunan in silico yontemler
kullanilarak yaratiimastar.

o Oncelikle peptitlerin izoelektrik noktasi ve toksisite parametreleri Gupta vd.
(2013) galismasina uygun olarak belirlenmistir.

o Peptit dizilimlerinin biyoaktif olma ihtimali, biyoaktivite ¢cesidinden bagimsiz olarak

Mooney vd. (2012) ¢alismasina uygun olarak hesap edilmistir.

48



v

TUBITAK

o Aktif fraksiyonlarin ilgili aktiviteyi spesifik olarak ortaya g¢ikarma potansiyeli ve
ilgili inhibisyon parametreleri Minkiewicz vd. (2008) calismasina uygun olarak
belirlenmigtir.

o Son olarak, biyoaktivitenin goézlendigi ve in silico bulgularla bu gdézlemlerin
desteklendigi durumlarda, ilgili peptitlerin ve inhibe ettikleri enzimlerin arasindaki
etkilesimler Trabuco vd. (2012) tarafindan 6ngéruldiga bicimde belirlenmis ve

ilgili cizimler hazirlanmistir.

3.2.13. Gida uygulamalari ve iiriin analizleri (FISKOBIRLIK tesisleri)

Ug farkhi enzim ile Uretilen hidrolizatlara ait 3 farkli fraksiyon (PAF4, BRF10, PEF6) ve
kispeden izole edilen findik proteini ylksek aktiviteye sahip olmasi nedeniyle
Fiskobirlik’e Urin denemesinde kullaniimak Uzere géturtilmustur. Sekil 8'de numunelerin
hazirlanigi goésteriimektedir. Projede Uretilen biyoaktif peptit fraksiyonlari, firma
prosedurlerine uygun olarak Urunlerde kullaniimigtir. Peptit GrGnlerinin kakaolu findik
kremasi ve findik ezmesi Urlnlerinde kullaniimasina karar verilmigtir. Eklenen peptit

fraksiyonlarinin Uriin 6zelliklerine etkisini incelemek amaciyla yine firma prosedurlerine

uygun olarak duyusal, kimyasal ve mikrobiyolojik analizler yapilmistir.

Sekil 8. FISKOBIRLIK tesislerinde degerlendirilen 6rneklerin liyofilize edilmesi.
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3.2.13.1. Kakaolu Findik Kremasi Uretimi
Fabrika prosesindeki kakaolu findik kremasi Uretim akim semasi Sekil 9'da verilmistir.

Bu prosedurlere uygun sekilde drtnler disik gramajlarda hazirlanmistir.

Ham madde besleme odasi

Mikserde farlstlrma

Incelticiler

1
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Konglama (45-50 °C, 4 saat)

1
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Stok tank1 (40-50 °C)

Tartim-Gramaj

1
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Folyolama

Kapak kapatma

Etiketleme

1
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= N

Soklama

Kolilem

Sekil 9. %16 Nuga (kakaolu findik kremasi) liretim akis semasi.
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200 gram Uretilen érnek igin belirlenen recete:

181.3 g flake (Toz mix: kakao, peynir alti suyu tozu, sut tozu, laktoz, toz seker,
40 mikrondan kiglk tanecik iceren findik puresi)

8.7 g kati yag (IFFCO: palm yagi)

10 g sivi yag (Aycicek yagr)

0.83 g lesitin

0.05 g aroma

Sekil 10’da manuel yapilan konglamanin farkh asamalarindaki Grtnin fiziksel

$eki.l

yapisinin degisimi gorilmektedir.

o

it R b >
10. Manuel konglama esnasinda Urunun fiziksel ve teksturel degisimi

Uretilen Uriinlerde findik proteini %0.25, %0.5, %1; PAF4 %0.25, %0.5, %1; BRF10
%0.25, %0.5, %1, %2; PEF6 %0.25, %0.5, %1 konsantrasyonlarinda driine konglama

oncesinde ilave edilmistir.

3.2.13.2. Findik ezmesi liretimi

Fabrika prosesindeki findik ezmesi dretim akim semasi Sekil 11’de verilmistir. Bu

prosedurlere uygun sekilde drunler disiuk gramajlarda hazirlanmistir.
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Kavrulmus findiklarin manuel olarak secilmesi

1

Kavrulmus findik Kristal toz seker
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Pudra degirmeni

Kiyma makinesi

1

Dolum haznesi

1
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Kavanoz dolum

1
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Kapak kapatma
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Etiketleme

1
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Ambalajlama ve Kolileme
Sekil 11. %70 Findik ezmesi iiretim akis semas.

200 gram dUretilen 6rnek icin belirlenen recete %70 findik ve %30 sekerden
olusmaktadir.

Uretilen riinlerde findik proteini %0.25, %0.5, %1, %2; PAF4 %0.25, %0.5, %1; BRF10
%0.25, %0.5, %1, %2; PEF6 %0.25, %0.5, %1 konsantrasyonlarinda urine kong¢lama
Oncesinde ilave edilmistir.

3.2.13.3. Uriinlerin fabrika analizleri
Duyusal Analizler
Renk, koku ve tat analizleri yapilmistir. Renk analizi sadece ham madde olan ¢iJ ve

kavrulmus findiga yapiimistir.

Kimyasal Analizler

Nem analizi hizli nem tayin cihazi ile yapiimistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Hizli nem tayin cihaz1

Asit analizi, TS EN I1SO 660:2010 (TSE, 2010) prosedirine uygun olarak yapiimistir.
Sonuglar 100 g yagda oleik asit cinsinden bulunmustur.
Peroksit analizi, TS EN ISO 3960 (TSE, 2010) proseduriine uygun olarak yapilmigstir.

Yag tayini, Urtnlerin pres ile yaginin cikartilarak Gerhart Soxhlet yag tayin cihazinda

calisiimasiyla yapilmistir. Sekil 13 Uzerinde yag ¢ikarmak igin pres sistemi ve Gerhart

Soxhlet yag tayin cihazi gosterilmistir.
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Sekil 13. Pres aleti ve Gerhart Soxhlet yag tayin cihazi

Aflatoksin analizi, HPLC Metodu ile AOAC 999.07 ybéntemine (AOAC, 2000) uygun
olarak gergeklestiriimistir (Sekil 14). Laboratuvara gelen érnekler su ile 1/1 karigtirlarak
5 It kapasiteli blenderda (Waring) homojenize edilmistir. Homojenize edilen érnekler
AOAC 999.07 numarah akredite metoda (AOAC, 2000) uygun olarak immuno-affinity
kolondan gecirilmis ve HPLC cihazinda kolon sonrasi tireviendirme ile miktar tayini
yapiimistir (min tespit edilebilir seviye: B1> 0,04ng/g, Toplam > 0,1 ng/g).

63



v

TUBITAK

_—

Sekil 14. Aflatoksin analizinde kullmlan HPLC sistemi.

Mikrobiyolojik analizler

Calismalarimizda kullanilan temel ham madde olan findiga yapilan bir dizi mikrobiyolojik
analiz bulunmaktadir. Bu baglamda kullanilan besiyeri ortamlari sdyle siralanabilir:
Toplam bakteri (PCA-35 °C 48 saat)

Maya-Kuf (YGC Agar-25 °C 5-7 gin)

Koliform (Compcat Dry EC. 352 °C 24 saat)

Escherichia coli (Compcat Dry EC. 352 °C 24 saat)

Staphylococcus aureus (Compcat Dry - SA 3512 °C 2412 saat)

Salmonella 25¢. Da (Compcat Dry - SL 3512 °C 2412 saat)

3.2.14. Uriinlerin alerjenisite testleri

Alerjenisite analizleri, LTS Laboratuvar Hizmetlerinde gercgeklestirilmistir (hizmet alimi).
Bu analizler, s6z konusu akredite laboratuvarin prosediirlerine uygun olarak ticari ELISA
kiti olan Ridascreen® FAST Hazelnut (RBiopharm, Almanya) ile yapilmistir. Ornekler
yogun findik igeriginde oldugundan gerekli hallerde numuneler seyreltilerek 6lgim
yapilmistir.

3.2.15. Uriinlerin simiile edilmis gastrointestinal sindirim testleri
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Biyoaktif peptitler gida uygulamalarinda kullanildiktan sonra bu Grtnlerde gorulecek olan
biyoaktivitenin degerlendiriimesi amaciyla simile edilmis (in vitro) gastrointestinal
sindirim testleri yapilmigtir (Seki 15). Gida matriksinden kaynaklanan etkileri gormek igin
ayni konsantrasyonlarda (%1) ilave bilesen igeren su karigsimi da her bilesen icin analize
eklenmistir. Oncelikle numuneler kisa bir oral asamadan gegirildikten sonra mide
ortamini simile etmek amaciyla sicaklik (37 °C) ve pH kontroli yapilarak isiticil
manyetik karistiricida simule edilmis gastrik sivi ortamina (“simulated gastric fluid”, SGF)
tabi tutulacaktir. Buna ek olarak, bu kompartmanlardan alinan numuneler simile edilmis
bagirsak sivisi (“simulated intestinal fluid”, SIF) ortaminda degerlendirilmistir. Bu
incelemeler guncel bir uluslararasi standart olan INFOGEST tavsiyeleri gdéz online

alinarak yapilmistir (Minekus vd. 2014). Detaylar asagida verilmektedir:

Agiz asamasi: 5 gram numune ile 3,5 ml simule edilmis tukarik sivisi (“simulated
salivary fluid”, SSF) karistiriimis ve karisim homojen hale getirilmistir (blender). SSF
¢ozeltisinde hazirlanan alfa-amilaz ¢dzeltisi karisima eklenmistir (human saliva Type 1X-
A, 1000-3000 U/mg protein, Sigma-Aldrich) (0.5 ml, 290 U/ml). Bu karisima son olarak
25 yl 0.3 M CaCl, ve 975 pl su eklenmis ve karisim tekrar 10 dakika sure ile

karistiriimistir.

Mide asamasi: 10 ml sivi numune ya da oral bolus 7.5 ml SGF ile kangtiriimistir. Bu
karisima 1.6 ml pepsin stok ¢dzeltisi (pepsin from porcine gastric mucosa, 3200-4500
U/mg, Sigma-Aldrich), 5 yl 0.3 M CaCl,, 0,2 ml 1 M HCI (pH degerini pH 3’e dusurmek
icin) ve 695 pl su eklenmistir. pH:3 olarak ayarlanmis ve karistirma islemi 2 saat

surmastdr.

Bagirsak asamasi: 20 ml gastrik karigima 11 ml SIF ¢ozeltisi eklenmistir. Tripsin
aktivitesi 800 U/ml olan ve SIF ¢oézeltisinde hazirlanmis pankreatin de bu karisima
eklenmistir (pancreatin from porcine pancreas, Sigma-Aldrich). 2,5 ml 160 mM taze
hazirlanmis safra (bile bovine, Sigma), 40 yl 0.3 M CaCl; ve 0,15 ml 1 M NaOH bu
karisima katiimis ve pH degerinin pH 7 olmasi hedeflenmistir. Son olarak 1,31 ml su
katilarak karisim tamamlanmigtir. pH:7 olarak ayarlanmis ve karistirma islemi 2 saat
surmustir. islem sonunda 6érnekler 100 °C’de 15 dakika bekletilerek enzimatik reaksiyon

inaktive edilmistir.
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Sekil 15. Uriinlerin sindirim testlerinin yapilmas1

Sindirilmis 6rnekler analizlerde kullaniimak Uzere, dnce kaba filtre kagidindan gegirilerek
(Sekil 16) sonra +4 °C’de 4000xg’'de 30 dakika santriflj edilerek kati kisimlarindan
ayrilmistir (Sekil 17). Sivi 6rnekler 0.22 um CA siringa filtreden gecirilerek analizlerde
kullaniimak tzere -20 °C’de saklanmigtir (Sekil 18).

Sekil 16. Sindirilmis tiriinlerin kaba filtreden gecirilmesi
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Sekil 17. Sindirilmis tiriinlerin kaba filtreden sonra santrifiij edilmesi

Sekil 18. Uriinlerin sindirim 6ncesi ve sindirim sonras1 gériiniimii

3.2.16. Uriinlerin biyoaktivite testleri

Peptit fraksiyonlari igin biyoakivite testleri uygulanarak biyoaktif peptitlerin Gretim ve
simule edilmis gastrointestinal sindirim sdrecinde biyoaktif 6zelliklerinin  degisimi
incelenmistir. Bu ydntemlerin uygulanmasi esnasinda, ACE onleyici aktivite testi ile
birlikte DPP-IV Onleyici aktivite ve antioksidatif aktivite testleri dnceki boélimlerde tarif

edildigi sekliyle uygulanmistir.
3.2.17. istatistiksel analiz

Projede vydriutilecen olan tim deneyler en az iki paralel ve iki tekerrtrli olarak
yapilimistir. Deney sonuglari, gereginde varyans ve regresyon analizleri (p<0,05 énem

dlzeyi) Uzerinden degerlendirilmistir.
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4  BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Findik proteinlerinin tripsin, kimotripsin ve termolizin muameleleri ile ilgili
calismalar

4.1.1 ACE-onleyici aktivite

Bu kisimda yapilan ¢alismalari iceren bir makaleye ait gonderim “European Food
Research and Technology” dergisinde yayinlanmigtir. Bu dokuman ve EK-1
kapsaminda bilgilerinize sunulmaktadir. Konu ile ilgili olarak ekibimizin 6n
caligmalarini iceren bir adet ulusal (ULAKBIM) makale de EK-2 kapsaminda
sunulmaktadir.

4.1.1.1 Hidroliz derecesi

Farkl enzimlerle 18 saat muamele edilen findik proteinlerinin hidroliz derecesi Adler-
Nissen (1979) tarafindan tarif edilen Trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) yontemi
kullanilarak belirlenmis ve elde edilen sonuclar Sekil 19 (zerinde gosterilmektedir.
Referans 6rnek olarak sodyum kazeinat kullaniimigtir.

100
80
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o
S 60
- I
~
2 1
© 40
==
ES I
20 I
0
Tripsin(sodyum Tripsin Kimotripsin Termolisin

kazeinat)

Proteolizde kullanilan enzimler

Sekil 19. TNBS yodntemiyle belirlenen, cesitli proteazlar tarafindan hidrolize edilmis
findik posasi proteinlerinin hidroliz derecesi. Tripsinolizde referans érnek olarak sodyum
kazeinat kullaniimistir (n=3).

Bu arastirmada elde edilen %1 konsantrasyondaki tripsin, kimotripsin ve
termolisin hidrolizatlari sirasiyla %26,43+1.7, % 21,8+3.1, % 50,4+1.5 hidroliz
derecesine sahiptir. Referans 6rnek sodyum kazeinatin hidroliz derecesi %49+3,3
bulunmustur ve Nielsen vd. (2001) tarafindan belirtilen %42-%62 degerler arahgindadir.
Tripsin, kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarinin degerleri kargilastinildiginda termolisin
enziminin digerlerine kiyasla findik proteinlerini belirgin 6lgide daha fazla hidroliz ettigi
gorulmektedir. Bu durum termolisin enziminin yliksek bir aktiviteye sahip olmasiyla da
aciklanabilir (Gulseren, 2018). Mevcut degerlere goére tripsin enzimi findik proteinini
parcalamada sodyum kazeinata gore daha disik aktivite géstermistir. Ancak bu durum
kismen TNBS ydnteminin sadece serbest amino gruplarinin miktarini vermesinden

kaynaklanabilecegi de bildiriimistir (Polychroniadou, 1988).
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4.1.1.2 Peptit numunelerinin anyon degisimi yontemi ile fraksiyonlanmasi

Hidroliz edilen findik proteinleri AKTA- Pure 25-L1 FPLC kromatografi sistemi (GE
Healthcare, Buckinghamshire, ingiltere) kullanilarak fraksiyonlanmistir. Fraksiyonlama
islemi icin iyon degisimine dayali kolonlar (HiTrap DEAE FF, Capto-Q, Capto DEAE,
Capto-S) ve hidrofobik etkilesim kolonlarinda (HiTrap Phenyl FF, HiTrap Butyl-S FF,
HiTrap Octyl FF) 6n denemeler yapiimistir. Findik érnekleri icin anyon degisimine dayali
kolonlarda baglanma oraninin yliksek, elisyon igleminin kolay olmasi ve elde edilen
fraksiyonlarin aktivite testlerinde 6n islem gerektirmemesi sebebiyle fraksiyonlama iglemi
icin HiTrap Capto Q (GE Healthcare, Buckinghamshire, ingiltere) anyon degisimi kolonu
ile yudrutilmastir. Bu hazir kolonda boyut farkliigin fraksiyonlamaya etkisinin olup
olmadigini incelemek amaciyla 1 ml ve 5 ml yatak hacimli iki farkli kolon boyutu

denenmistir.

Tripsin, kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarindan peptitlerin fraksiyonlanmasi igin
elisyon islemi 20 mM Tris-HCI (pH 8.3) tamponu kullanilarak 32 CV boyunca 0,6 M
NaCl konsantrasyonuna kadar tuz konsantrasyonu lineer bir sekilde artiriimis ve ayrim,
280 nm UV dalga boyunda takip edilmistir. DPP-IV 6nleyici aktivite testi icin ayri olarak 5
ml yatak hacimli kolonda 100 mM Tris-HCI pH:8 tamponu kullanilarak ayni sekilde
fraksiyonlama iglemi yapilmigtir. Enzimatik hidroliz sireclerinde elde edilen numuneler,
Sekil 19 ve Sekil 20 Uzerinde gosterildigi gibi ayrimlara tabi tutularak 2 kolon hacminde
(CV) fraksiyonlar deney tlplerine alinmistir. Kolona baglanmayan peptitler deneyin
basinda ayn bir tipe toplanmistir ve bu tupler “out” fraksiyonu olarak isimlendirilmigtir.
Her bir hidrolizat 6rnedinden 17 fraksiyon alinmistir. Fraksiyonlar alinma siralarina gore
numaralandiriimis ve kullanilan enzime gére harflendirilmistir (tripsin:T, kimotripsin:C,
termolisin:E). Ornegin kimotripsin hidrolizatinin 3. fraksiyonu igin C3 adi verilmistir.
Alinan peptit fraksiyonlar aktivite testlerinde kullaniimak tzere -20°C de kisa surel

depolanmistir.

lyon degisim kromatografisi, proteinlerin yiik tiriinii (katyonik veya anyonik) ve yiik
glclni (gugli veya zayif anyonik-katyonik) temel alarak ayrim saglamaktadir. iyon
degisim kromatografisinde yuklli bilesikler ile recineler arasindaki etkilesim iyonik
bilegigin boyutu, polarizasyon derecesi, yuzeyindeki yuku, reginenin yapisi, capraz
baglanma derecesi, iyon dedisim kapasitesi, mobil fazin yapisi ve konsantrasyonu gibi
Ozelliklerden etkilenmektedir (Pohl vd. 1997). Buna ek olarak kolon boyutunun da
fraksiyonlamaya etkisi oldugu distnulmektedir. Ayni tip kolonun farkli iki boyutunda ayni
sekilde yapilan fraksiyon ¢alismalarinda Sekil 18’'de goruldigu Uzere benzerliklerin yani
sira farkliliklar da meydana gelmistir. Ozellikle 5 ml yatak hacimli Capto-Q kolonunda
yapilan ¢alismada tim hidrolizat drneklerinde elisyon iglemi 1 ml yatak hacimli kolona

go6re daha hizli bir ayrim saglamistir. Buna bagli olarak fraksiyonlanan érneklerin icerdigi
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bilesik cesidi ve miktarlarinda da farkliliklar olmasi beklenmektedir. Elde edilen sekillerin
her birinin ayni kolon ile yapilan ayrimlarda dahi belirgin dl¢tde farklilik arz etmesi, farkli
enzimlerin yine belirgin Ol¢clide farkli parcalanmalara sebebiyet vermesi anlamina

gelmektedir. Buna bagl olarak, elde edilen fraksiyonlarin da kompozisyonlarinin farkh

olmasi ve farkh diizeylerde biyoaktivite géstermeleri mimkiin olacaktir.
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Sekil 19. Hidrolizat 6rneklerinin 20 mM Tris-HCI tamponu kullanilarak 1 ve 5 ml yatak
hacimli Capto-Q anyon degisim kolonunda fraksiyonlanmasi (X: kolon hacmi-CV, Y:
Absorbans- 280 nm). (A, B) Kimotripsin hidrolizatlarinin, (C, D) Termolisin
hidrolizatlarinin, (E, F) Tripsin hidrolizatlarinin sirasiyla 1 ve 5 ml yatak hacimli
kolonlarda 32 CV ellisyonu.
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Sekil 20. Hidrolizat érneklerinin 100 mM Tris-HCI tamponu kullanilarak 5 ml yatak
hacimli Capto-Q anyon dedisim kolonunda fraksiyonlanmasi (X: kolon hacmi-CV, Y:
Absorbans-280 nm). (A) Tripsin hidrolizatlarinin 32 CV elisyonu, (B) Kimotripsin
hidrolizatlarinin 32CV ellsyonu, (C) Termolisin hidrolizatlarinin 32CV ellisyonu.
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4.1.1.3 ACE-o6nleyici aktivite
Bu calismada findik proteinlerinin antihipertansif 6zelligini belirlemek amaciyla yapilan
ACE-0Onleyici aktivite testi igin Capto-Q 1 ml ve 5 ml kolon hacmine sahip iki kolondan da
elde edilen fraksiyonlar, karsilastrma amaciyla kullaniimistir. fyon degisimi
kromatografisi ydontemine uygun olarak hazirlanan hidrolizat fraksisyonlari, her 3 enzim
icin ayri ayri hazirlanarak ACE-Onleyici aktivite testlerinde degerlendiriimistir (Sekil 21).
Calismada uygun bir HPLC ydntemi ile ACE inhibisyon aktivitesi dlcimia yapilmigtir.
Substrat olarak kullanilan Hippuril-His-Leu (HHL) bilesiginin ACE etkisiyle parcalanmasi
ile agiga cikan hippurik asit (HA) konsantrasyon degerleri dikkate alinarak hesaplama
yapiimistir  (Sekil 21A). inhibitér icermeyen kontrol &érneginin  maksimum HA
konsantrasyon degerine sahip oldugu varsayllmistir. Fraksiyon orneklerinin HA
konsantrasyon degerleri kontrol 6rnegi ile karsilastirlarak érneklerin %ACE inhibisyon
etkisi belirlenmistir (Sekil 21B). inhibisyon gésteren fraksiyon érneklerinin % ACE

inhibisyon degerleri Sekil 22 tizerinde sunulmustur.

I R ==

Sekil 21. ACE testi HPLC kromotogrami (A) HA ve HHL bilesiklerine ait alikonma
kromotogrami, (B) HA molekulinin miktarina bagli inhibisyon kargilastirmasini iceren
ornek kromatogram (X: zaman, Y: Absorbans-228 nm)

80



v

TUBITAK

100

80

60

40

% inhibisyon

20

0

Q:‘§ S & &P QG EEPLO D
O\ N N
K < & <

Fraksiyon numarasi

100

80

60

% inhibisyon

40

20

0
NS - IO, S B <

¢ N

Q‘%
o g
o &> «,»\

@Q

Fraksiyon numarasi

Sekil 22. Cesitli proteazlar tarafindan hidrolize edilmis findik posasi peptit fraksiyonlari
icin ACE inhibisyon aktivitesi. Fraksiyonlama, (A) Capto Q, 1 ml veya (B) Capto Q, 5 ml
yatak hacimli kolon kullanilarak yapildi. ACE inhibisyon testlerinde Kaptopril referans
inhibitdér olarak kullanildi. Fraksiyon adlari, asagidaki gibi kullanilan enzime
dayanmaktadir: C; Kimotripsin hidrolizatlarindan elde edilen fraksiyonlar (C1,C2,C3,C4).
E: Termolisin hidrolizatlarindan elde edilen fraksiyonlar (E1,E2,E3,E4,E5,E6). T; Tripsin
hidrolizatlarindan elde edilen fraksiyonlar (T1,T2,T3,T4). C1(out), E1(out) ve T1(out)
kolona baglanmayan bilesikleri iceren fraksiyonlardir.

Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda yapilan fraksiyonlamanin daha hizli
gerceklesmesine bagl olarak ACE inhibisyonu goésteren bazi bilesiklerin 1 ml yatak
hacimli kolona gore daha erken fraksiyonlanmasi mimkun olmustur. Bu sebeple 5 ml
yatak hacimli kolonda inhibisyon goésteren fraksiyon adedi, 1 ml yatak hacimli kolona
gore daha az olmustur. Ancak 5 ml yatak hacimli kolonda daha ylksek inhibisyon
aktivite gosteren fraksiyonlar toplanmistir (Sekil 21B). ACE inhibisyon aktivitesi tim
hidrolizat érneklerinde Sekil 22’de gdsterildigi Uzere kolona baglanmayan ve/veya zayif
anyonik 6zellik gosteren bilesiklerin oldugu fraksiyonlar da gérilmustir. Benzer sonuglar
Liu vd. (2018a) tarafindan yapilan ¢alismada da bildiriimistir. S6z konusu caligmada
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katalaz enzimiyle hidroliz edilen ve iyon degisim kromatografisi ile ayrigtirilan findik
peptitlerinde en ylksek ACE inhibisyonu zayif asidik peptitleri iceren ilk fraksiyonda
gOzlemlenmistir. Tum bu bulgular g6z 6nune alindiginda, 6zellikle kolona baglanmayan
bilesikleri iceren fraksiyonlarda pozitif ylikli amino asitleri iceren peptitlerin varligi ve
ACE inhibisyonuna olumlu etkilerinin oldugu digunilmektedir. Yapilan bir arastirmada
bazi kazein kaynakh inhibitérlerde (kasokininler), bradikinin ve bazi sentetik
inhibitorlerde pozitif yuklu C-terminal lizin veya arginin varliginin ACE inhibisyonuna
onemli o6lgclide katki sagladigi bulunmustur (Meisel, 1993). Bu durum Ondetti ve
Cushman (1982) tarafindan belirtlen ACE aktif alan modeline uymamaktadir. Bu
sebeple ACE inhibisyon mekanizmasinda enzimin katalitik bolgesinden farkli bir anyonik
inhibitér baglanma bdlgesinde etkilesimin oldudu iddia edilmektedir (FitzGerald ve
Meisel, 2000).

4.1.2 ACE aktif fraksiyonlarin LC-MS/MS analizi ve in silico yontemlerle

degerlendirilmesi

Onceki galismalarda ACE aktivitesi gosteren fraksiyonlar toplanarak uygun LC-MS/MS
analiz teknikleriyle incelenmistir (Zent vd. 2020). Calistigimiz findik proteinlerinden elde
edilen enzimatik hidrolizatlarin fraksiyonlari alindiktan sonra peptit yapilarini aydinlatmak
icin  LC-Q-TOF-MS sisteminde analizler tamamlanmistir. Analiz edilen peptit
molekdllerinin Uniprot, PLGS, vb. veri bankalarindaki proteinlerle eslestirerek peptit
molekdullerinin yapilari aydinlatiimaya calisiimigtir. Ancak bazi peptit molekdllerinin
yapilari bu yolla belirlenememistir. LC-MS/MS analizi sonucu elde edilen bazi érnek
spektrumlar asagida sunulmaktadir (Sekil 23-25). ACE aktif fraksiyonlarda bulunmus
179 farkh peptit spektrumu olmasi sebebiyle burada sadece o6rnek olarak birkag

spektrum verilmigtir.

Uygun tekniklerle dizilimleri belirlenen peptitlerin fizikokimyasal 6zellikleri ve biyoaktif
Ozelliklerinin degerlendiriimesi literatirde bulunan in silico yontemler kullanilarak
yUrutimastar. Analizde kullanilan in silico yontemler ile ilgili detayl bilgi, Gere¢ ve

Yéntem bdliminde verilmistir.

ACE aktif fraksiyonlardan analizi tamamlanmis 179 farkh peptit bulunmaktadir. Tripsin,
kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarindan elde edilen bu peptitlerin degerlendirmeleri
ilgili makale kapsaminda Ekler boéliminde Ek-1'de verilmistir. Mooney vd. (2012)
referansina gore (PeptideRanker) bu peptitlerin muhtemel biyoaktiviteleri siralanmigtir.
Bunun yaninda, Minkiewicz vd. (2008) referansina goére, peptitlerin (eger varsa) ACE
inhibisyon potansiyelleri incelenmistir. Bu baglamda hem in vitro ACE aktivitesi

bulgulanan, hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce dogrulanan peptitlerin ACE
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inhibisyon mekanizmasi incelenmistir (Trabuco vd. 2012). Her bir hidrolizat i¢in en etkin
(muhtemel) aktiviteye sahip peptit sekanslari ve PeptideRanker degerleri Tablo 5

Uzerinde verilmistir.
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Sekil 23. C2 fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada Ornek olarak
sunulmaktadir. Spektrum NLNAHSVVY peptitinin iyonizasyonuna karsilik gelmektedir.
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Sekil 24. E2 fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada 6rnek olarak
sunulmaktadir. Spektrum EQYNREYV peptitinin iyonizasyonuna karsilik gelmektedir.
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Sekil 21. T3 fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada Ornek olarak
sunulmaktadir. Spektrum AEQFGQQHVTGSQGS peptitinin iyonizasyonuna karsilik
gelmektedir.
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Degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin tamamina yakininda hem aktif hem
de aktif olmayan peptitlerin bulundugu anlasiimistir. Ekler béliminde verilen tablolar (Ek
1 — Tables S1-S3) Uzerinden incelenebilecegi gibi peptitlerin hi¢birinde toksik etkiler
ortaya cilkmasi beklenmemektedir. Buna ek olarak, bazi alerjen proteinlerin de
parcalandidi ve muhtemelen alerjik etkilerinin azalabilecedi anlasiimaktadir. Alerjik
olmayan proteinlere iliskin bazi pargcalanmalar da s6z konusudur. Bunun disinda,
genellikle out fraksiyonlari beklendidi Gzere daha fazla aktif peptit igerigine sahiptir. Yine
de baz istisnalar her iki durum igin de s6z konusudur. Dolayisiyla, hem out
fraksiyonlarda bazik olmayan peptitler gérulmus, hem de out olmayan fraksiyonlarda
sayica az bazik peptitler bulunmustur. Bu durum, peptitlerin birbirleri ile etkilesmesinden
kaynaklandigi dugunulmektedir. Ayrica kisa fraksiyonlama araligina bagh olarak ayni
peptit sekansina sahip bazi ardisik fraksiyonlar da gézlemlenmistir. Ornegin, gdzlenen

peptitlerin C2 ve C3 fraksiyonlari igin, 1 peptit disinda, ortak oldugu anlasiimistir.

Peptitlerin  bazilarinin antimikrobiyal etkiler de dahil olmak Uzere baz vyenilikgi
Ozelliklerinin de olabilecedi diusunulmektedir. Genel olarak, veri tabani analizlerinin
sonuglarindan da anlasilabilecedi gibi, bu peptitlerle ilgili bir literatir bulunmamaktadir.
Buna ek olarak, elde edilen bazi sinyaller veri tabanlarinda olan proteinlerle
eslesmemigtir. Dolayisiyla bulgularimizin bir kismi yeni protein ve peptit tGrlnlerine isaret
etmektedir.

Tablo 5. Her bir hidrolizat i¢in en etkin (PeptideRanker degerine gore) peptit sekanslari.

Hidrolizat Eraksivon Molekiiler

adi y Sekanslar |agirhik Ranker pl
numarasi

(g/mol) skoru

Kaynak Peptide

proteini

Tripsin T out SPLAGR 600,3462 |Cor a 9/0,615224 |10,1
allergen
[Corylus
avellana]

Kimotripsin |C2 & C3 VPHW 538,2772 |11S globulin-|0.79343 7,37
like protein
[Corylus
avellana]

Termolisin E out PGHF 457,2194 | 48-kDa 0,950238 |7,1
glycoprotein
precursor
[Corylus
avellana]

Sekanslari Tablo 5 lzerinde verilen peptitlerin ve diger ACE aktif 189 peptidin daha
detayli verileri Ekler bdliminde verilmistir (Ek-1). Asagidaki sekil ve tablolarda
SPLAGR, VPHW ve PGHF peptitlerinin ACE ile etkilesim mekanizmasi incelenmis ve bu
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inhibitérlerin ACE’nin hangi amino asitleri ile etkilesebilecegi 6zetlenmigstir (Sekil 26-28,
Tablo 6-9).

Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked accerding to statistical significance (p-value).

rank p-value N

Sekil 26. Triptik peptitler arasinda PeptideRanker degeri en yuksek olan SPLAGR
peptitinin ACE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Ustte enzim ve inhibitér birlikte
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gOsterilirken, alttaki goruntude etkilesim odakli % 200 buyutme (“zoom”) uygulanmigtir.
En muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.

Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value)

rank p-value N

Each row from the table above is colored according to statistical significance (p-value)
following the color scale below (red = highly significant: yellow = moderately significant;
white = not significant)

Sekil 27. Kimotriptik peptitler arasinda PeptideRanker degeri en yiksek olan VPHW
peptidinin ACE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Ustte enzim ve inhibitdr birlikte
gosterilirken, alttaki goruntide etkilesim odakli % 200 buyutme (“zoom”) uygulanmistir.
En muhtemel model (Model 1) kullanilmigtir.
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Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked accerding to statistical significance (p-value)

rank p-value N

Sekil 28. Termolisin muamelesi ile hazirlanan peptitler arasinda PeptideRanker degeri
en ylksek olan PGHF peptidinin ACE ile etkilesiminin sematize ediimesi. Ustte enzim ve
inhibitor birlikte gosterilirken, alttaki gortuntiude etkilesim odakli % 200 buyutme (“zoom”)
uygulanmistir. En muhtemel model (Model 1) kullaniimistir.
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En muhtemel model, istatistiksel olarak anlamli bir sonug ortaya ¢ikarmaktadir. ACE’nin
toplamda 1306 amino asit uzunluguna sahip oldugu bilgisi modelin etkinliginin
anlasiimasi agisindan o6nemlidir. Diger modeller bu model kadar etkin degildir ve
genellikle istatistiksel olarak gecerli bir baglanma vya da etkilesim
tanimlayamamaktadirlar. Dolayisiyla, muhtemel baglanma asagidaki tablolarda sunulan

detaylara uygun bir bicimde gergceklesmektedir.

Tablo 6. SPLAGR peptitinin ACE ile etkilesiminin gerceklestigi baslica amino asitlerin
listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullaniimistir.

Sekans Aktif amino | p-degeri ACE uzerinde baglanilan
asitler amino asitler

SPLAGR Pro-2  Leu-3 | 0,0001473 Trp279, GIn281, His353,
Ala-4 Gly-5 Ala354, His383, Glu384,

Arg-6 Glu 411, Asp4l5, Phe4d57,
Phe460, Lys511, His513,
Tyr520, Tyr523, Ser526,
Phe527

En muhtemel modele gore 6 amino asitten olusan SPLAGR triptik peptiti, ACE Uzerinde
16 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep
olabilmektedir.

Tablo 7. VPHW peptitinin ACE ile etkilesiminin gerceklestigi baslica amino asitlerin
listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullaniimistir.

Sekans Aktif amino | p-degeri ACE zerinde baglanilan
asitler amino asitler
VPHW Val-1 Pro-2 His- | 3,959E-05 GIn281, His353, Ala354,
3 Trp-4 His383, Glu 411, Asp4l5,
Lys511, His513, Tyr520,
Tyr523

En muhtemel modele gore 4 amino asitten olugan VPHW kimotriptik peptidi, ACE
uzerinde 10 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep
olabilmektedir. Onceki tablo ile karsilastirdigimizda baglanti noktalari benzer olmakla
birlikte bu peptitin daha az amino asit ile etkilestigi anlasiimaktadir.

Tablo 8. PGHF peptitinin ACE ile etkilesiminin gerceklestigi baslica amino asitlerin
listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullaniimistir.

Sekans Aktif amino | p-degeri ACE uzerinde baglanilan
asitler amino asitler
PGHF Pro-1 Gly-2 His- | 2,263E-05 GIn281, His353, His383,
3 Phe-4 Glu384, His 387, Glu 411,
Phe457, Lys511, His513,
Tyr520, Tyr523
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En muhtemel modele gére termolisin ile hidroliz edilmis, 4 amino asitten olusan PGHF
peptidi, ACE Uzerinde 11 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede
inhibisyona sebep olabilmektedir. ilk tablodaki peptit (SPLAGR) ile karsilastirdigimizda
baglanti noktalari benzer olmakla birlikte bu peptidin daha az amino asit ile etkilestigi
anlagiimaktadir. Ote yandan, ikinci peptit (VPHW) ile karsilastirdigimizda peptitlerin
uzunluklari esit olmakla birlikte ACE Uzerinde baglanilan amino asit sayisi PGHF igin

daha yuksektir. Ancak her 3 durumda baglanilan amino asitler genellikle benzerdir.

Asagidaki tabloda, pozitif kontrol olarak iyi bilinen bir ACE inhibitdéri VPP ile bir

kiyaslama yapilmaktadir.

Bu durumda VPP peptidinin baglanabilecegi 14 farkli amino asit belirlenmistir. Bu
baglanti noktalarindan 11 tanesi mevcut 3 peptit ile ortaktir. Ote yandan, koyu renkle
gosterilen ti¢ amino baglantisi (His387, His410 ve Ala 412) VPP tripeptidine spesifiktir.

Tablo 9. Mevcut peptitlerin ACE ile etkilesiminin gergeklestigi baslica amino asitlerin
listelenmesi ve bu listelerin VPP peptitine ait liste ile kiyaslanmasi.

Sekans Aktif amino | p-degeri ACE uzerinde baglanilan
asitler amino asitler

SPLAGR Pro-2 Leu-3 | 0,0001473 Trp279, GIn281,  His353,
Ala-4 Gly-5 Arg- Ala354, His383, Glu384,
6 Glud4ll, Asp4l5, Phe457,

Phe460, Lys511, His513,
Tyr520, Tyr523, Ser526,

Phe527
VPHW Val-1 Pro-2 His- | 3,959E-05 GIn281, His353, Ala354,
3 Trp-4 His383, Glu41l, Asp4ls5,
Lys511, His513, Tyr520,

Tyr523
PGHF Pro-1 Gly-2 His- | 2,263E-05 GIn281, His353,  His383,
3 Phe-4 Glu384, His387, Glu4ll,

Phe457, Lys511, His513,
Tyr520, Tyr523

VPP 2.951E-06 GIn281, His353,  His383,
His387, His410, Glu411,
Ala412, Asp41l5, Phe457,
His513, Tyr520, Tyr523,
Ser526, Phe527

4.1.3 ACE-o6nleyici aktivite galismalarina ait sonuglarin degerlendirilmesi

Basit sulu ekstraksiyon tekniklerine dayali olarak, findik proteini izolatlari endustriyel
ortamlara kadar o&lgeklendirilebilecek bir sekilde Uretilebilme potansiyeli tagsimaktadir.
Glncel arastirmalar, findik proteini hidrolizatlarinin iyi tolere edilebilecegini, potansiyel

olarak toksik ve kanserojen olmadigini 6ngérmustir. Burada, gesitli aktif (yani ACE-
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inhibe edici) fraksiyonlar icin 179 farkh peptidin 6zelliklerine ek olarak, bunlarin insan
ACE ile potansiyel etkilesimleri de tartisilmistir. Burada tanimlanan peptidler, Asya
findigindan dretilen peptidlerle ayni degildir (Liu vd. 2019a, b). Tum bu bulgulara
dayanarak, findik posalari, ACE inhibe edici peptitler icin yeni ve degerli bir kaynak
olarak dusundilebilir.

Biyoaktif peptitlerin saflastiriimasi ylksek aktiviteye sahip GrGnler olustursa da, burada
enzimatik hidrolizatlardaki c¢oklu fraksiyonlarin ACE-inhibe edici 06zelliklere sahip
oldugunu etkili bir sekilde gosterdik. Fonksiyonel gidalar, gida takviyeleri ve kozmetikler
gibi ticari uygulamalardaki Uretim maliyetleri acisindan, daha az saflastiriimis
fraksiyonlarin veya bazi durumlarda toplam hidrolizatin kullaniima olasiiginin daha
yuksek oldugunu dusunuyoruz. Halihazirda tanimlanmis peptitlerin sentezi ve yeniden
degerlendiriimesi Uzerine daha fazla ¢alisma yapilmasi tartismasiz gerekli olsa da, findik
peptitlerinin MS tabanli tanimlanmasi, fonksiyonel gidalarda, gida takviyelerinde ve
farmasotik formulasyonlarda kullanilabilecek fonksiyonel ajanlarin tasarimina giden yolu
acabilir.

4.1.4. DPP-IV-6nleyici aktivite

Bu calismada findik proteinlerinin antidiyabetik 6zelligini belirlemek amaciyla yapilan
DPP-IV Onleyici aktivite testi igin 5 ml yatak hacimli Capto-Q kolonunda 100 mM Tris-
HCI pH:8 tamponu kullanilarak elde edilen fraksiyonlar kullaniimistir. Tripsin, kimotripsin
ve termolisin hidrolizatlarinin anyon degisimi bazli fraksiyonlanmasinin ardindan
fraksiyonlarin DPP-IV o6nleyici aktivitelerini belirlemek igin Nongonierma vd. (2018)
tarafindan tarif edilen analiz ydontemi modifiye edilerek kullaniimistir. Referans inhibitor
olarak Diprotin-A (dip-A) kullanilmigtir.  DPP-IV enziminin Gly-Pro-pNA subsratini
parcalamasi ile agiga ¢ikan pNA miktari 405 nm dalga boyunda Shimadzu® BioSpec
NanoDrop spektrofotometresi (Shimadzu, ABD) ile olcllimustir. Kontrol &rnedinin
maksimum pNA konsantrasyonuna sahip oldugu varsayilarak fraksiyon o6rnekleriyle
karsilastiriimistir (Sekil 29). Fraksiyonlarin %DPP-IV aktiviteleri Sekil 30 Uzerinde

verilmigtir.
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Sekil 29. DPP-IV inhibisyonu karsilastirmasi igin érnek spektrum. Karsilastirma icin 405
nm’de absorbans degerleri esas alinmistir. Referans inhibitdér olarak Diprotin-A
kullaniimistir.

Her bir hidrolizat 6rnegdinden alinan fraksiyonlarin DPP-IV inhibisyon aktiviteleri $ekil 30
Uzerinde sunulmaktadir. Tripsin hidrolizat fraksiyonlarinda inhibisyon gdsteren 6rnekler
genellikle T10-T17 arahdindaki gucli anyonik bilegikleri igeren fraksiyonlarda
g6zlemlenmistir (Sekil 30A). Bu fraksiyonlar arasindan en yuksek DPP-IV inhibisyon
aktivitesi gosteren % 25,0612 ile T17 fraksiyonu olmustur. Kimotripsin hidrolizat
fraksiyonlarinda, kolona baglanmayan bilesikleri iceren C1 (out) fraksiyonu ve C5
fraksiyonu harig¢ tum fraksiyonlarda aktivite gézlemlenmistir (Sekil 26B). Bu fraksiyonlar
arasindan % 17,25%1,2 inhibisyon orani ile zayif anyonik bilesikleri iceren C3 fraksiyonu
en yuksek DPP-1V inhibisyon aktivitesi gdstermistir. Termolisin hidrolizat fraksiyonlarinda
en yuksek DPP-IV inhibisyon aktivitesi gosteren % 26,82+0,8 ile E11 fraksiyonu
olmustur. Ayrica E11 tum hidrolizatlar arasinda en yuksek aktiviteyi gosteren fraksiyon
olmustur. Elde edilen sonuglar, Gulseren (2018) tarafindan yapilan in silico
degerlendirmesiyle uyumludur. Gllseren (2018) tarafindan yapilan ¢alismada findik
(Corylus avellana L.) peptitlerinin biyolojik fonksiyonelligini degerlendirmek icin 23
ribozomal protein Uzerinde in silico ¢calisma yapilmistir. Biyoaktif peptitlerin Gretiminde,
termolisin, papain ve bromelain proteazlarinin gastrointestinal proteazlara (tripsin,
pepsin, kimotripsin) kiyasla ¢ogu durumda daha etkili oldugu goésterilmistir. Ayrica
Lacroix ve Li-Chan (2012b) tarafindan yapilan ¢calismada sodyum kazeinat ve whey
proteinlerinin 11 farkli proteaz kullanilarak Uretilen hidrolizatlarinda DPP-IV inhibisyon
aktivitesi incelenmigtir. Bu iki protein icin en yilksek aktiviteyi termolisin hidrolizatlar
gOstermigtir (sirasiyla %50 ve %51). Bu durum termolisin proteazinin, DPP-IV inhibe

edici biyoaktif peptitlerin Uretilmesinde dnemli bir katkisi oldugunu géstermektedir.
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Sekil 30. Hidrolizat fraksiyonlarinin % DPP-IV inhibisyonu (X: fraksiyon numarasi, Y:
%inhibisyon) (A) Tripsin hidrolizat fraksiyonlari (B) Kimotripsin hidrolizat fraksiyonlari (C)

Termolisin hidrolizat fraksiyonlari (Dip-A: referans inhibitor)
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4.1.5 DPP-IV aktif fraksiyonlarin LC-MS/MS analizi ve in silico yontemlerle

degerlendirilmesi

Cahstigimiz findik proteinlerinden elde edilen enzimatik hidrolizatlarin fraksiyonlarini
aldiktan sonra peptit yapilarini aydinlatmak icin LC-Q-TOF-MS sisteminde analizler
tamamlanmistir.  Analiz edilen peptit molekdllerinin - Uniprot, PLGS, vb. veri
bankalarindaki proteinlerle eslestirerek peptit molekillerinin yapilari aydinlatiimaya
cahsiimistir. Ancak bazi peptit molekillerinin yapilari bu yolla belirlenememistir. Bu
durumun nedeni, protein veri tabanlarinda bulunmayan (muhtemelen, yeni) proteinlerle
karsilasmis olmamizdir. Bu proteinlerin yapilarinin aydinlatilabilmesi i¢in, mevcut butce
ve altyapimizin yetersiz kaldigi “de novo sekanslama” islemlerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sonraki calismalarda bu problemin de Ustesinden gelinmesi planlanmaktadir.

Oncelikle literatiirde (6érnegin, UniProt veri tabani), findik ile ilgili 400'den fazla protein ve
enzimatik proteolizden sonra, muhtemelen c¢esitli boyutlarda ve aktivite potansiyellerinde
olusan binlerce farkli peptit vardir. Burada, tim iyonlasan peptitlerin yapilarini
netlestirmek igin bir girisimde bulunulmustur. Dolayisiyla bazi peptitlerin (aktif veya

inaktif) karakterizasyonu mimkin olmamistir.

Onceki bélimlerde (tripsin, kimotripsin ve termolisin muameleleri) tarif edildigi tzere
DPP-IV aktivitesi gbsteren fraksiyonlar toplanarak uygun LC-MS/MS analiz teknikleriyle
incelenmigtir. Bu baglamda elde edilen bazi drnek spektrumlar asagida sunulmaktadir
(Sekil 31-32). Cozllebilmis olan peptit fraksiyonlarina ait 14 farkh peptit s6z konusudur.
Bu peptitler C10 ya da T12 fraksiyonlarinda bulunmustur.

Degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin tamamina yakininda hem aktif hem
de aktif olmayan peptitlerin bulundugu anlasiimistir. Mooney vd. (2012) referansina gore
(PeptideRanker) peptitlerin  muhtemel biyoaktiviteleri siralanmigtir. Bunun yaninda,
Minkiewicz vd. (2008) referansina gore, peptitlerin (eger varsa) DPP-IV inhibisyon
potansiyelleri incelenmistir. Peptitlerin  higbirinde toksik etkiler ortaya c¢ikmasi
beklenmemektedir. Buna ek olarak, bazi alerjen proteinlerin de pargalandigi ve
muhtemelen alerjik etkilerinin azalabilecegi anlagiimaktadir. Alerjik olmayan proteinlere
iliskin bazi pargalanmalar da séz konusudur. Bunun disinda, bazi out olmayan

fraksiyonlarda bazik peptitler bulunmustur.

DPP-IV aktif fraksiyonlara ait sinyallerin gogunlugu veri tabanlarinda olan proteinlerle
eslesmemistir. Dolayisiyla bulgularimizin bir kismi yeni protein ve peptit trlinlerine isaret
etmektedir.
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Sekil 31. C10 fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada &rnek olarak
sunulmaktadir. Spektrum ANQLDENPRHFY peptitinin  iyonizasyonuna karsilik
gelmektedir.
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Sekil 32. C10 fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada &6rnek olarak
sunulmaktadir. Spektrum ANQLDENPRHFY peptitinin  iyonizasyonuna karsilik
gelmektedir.
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Hem in vitro DPP-IV aktivitesi bulgulanan, hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce
dogrulanan peptitlerden; DPP-IV inhibisyon parametreleri bulunanlar arasinda
PeptideRanker degeri en yilksek olan YDLDFK peptidi segilmis ve inhibisyon
mekanizmasi incelenmistir (Trabuco vd. 2012). Bu baglamda asagidaki Sekil 33 ve

Tablo 10’da s6z konusu inhibitér peptitin analizi sunulmaktadir.

En muhtemel model, istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ ortaya ¢ikarmaktadir. DPP-IV
enziminin toplamda 766 amino asit uzunluga sahip olmasi, modelin etkinligini géstermek
icin énemlidir. Diger modeller bu model kadar etkin degildir ve genellikle istatistiksel
olarak gecerli bir baglanma ya da etkilesim tanimlayamamaktadirlar. Dolayisiyla,
muhtemel baglanma Tablo 10'da sunulan detaylara uygun bir bicimde
gerceklesmektedir.

Tablo 10. YDLDFK peptitinin DPP-IV ile etkilesiminin gerceklestigi baslica amino
asitlerin listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullaniimisgtir.

Sekans Aktif amino | p-degeri DPP-IV lzerinde baglanilan
asitler amino asitler

YDLDFK Tyr-1 Asp-2 | 0,009162 Phe-357 Tyr-547 Trp-629 Ser-
Leu-3 Phe-5 630 Val-656
Lys-6 Tyr-662 Tyr-666 Asn-710 Val-

711 His-740

En muhtemel modele gbére 6 amino asitten olusan YDLDFK triptik peptiti, DPP-IV
uzerinde 10 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep
olabilmektedir.
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Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value).

rank p-value N

Sekil 33. DPP-1V inhibisyon parametreleri bulunan DPP-IV inhibitdéri peptitler arasinda
PeptideRanker degeri en yuksek olan YDLDFK peptitinin, DPP-IV ile etkilesiminin
sematize edilmesi. Solda enzim ve inhibitdr birlikte goOsterilirken, sagdaki gorintide
etkilesim odakli % 200 bluylitme (“zoom”) uygulanmigtir. En muhtemel model (Model 1)
kullaniimistir.
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4.1.6. Antioksidatif aktivite testleri
Antioksidatif aktivite testleri igcin 5 ml yatak hacimli Capto-Q kolonunda 20 mM Tris-HCI
pH:8.3 tamponu kullanilarak elde edilen fraksiyonlar kullaniimistir.

4.1.6.1 Demir gelasyon aktivitesi

Protein hidrolizatlarinin, Fe*? iyonlarini selatlama kapasitesi Dinis vd. (1994) yontemine
uygun olarak belirlenmistir. Fe?*-ferrozin kompleksinin olusturdugu magenta renk 562
nm'de maksimum absorbans vermektedir. Antioksidatif peptitlerin demir iyonlarini
baglamasi, magenta rengin ve absorbans degerinin giderek azalmasina neden olur.
Tampon ¢oOzeltilerin analiz sonugclarini engellemesi sebebiyle bu test igin tampon ¢dzelti
kullanilmadan proteinler hidroliz edilmis ve fraksiyonlama islemi yapilmadan dogrudan
hidrolizat drnekleri kullaniimistir. Kontrol érnegdi olarak hidrolizat érneginin yerine
deiyonize su kullaniimistir. Pozitif kontrol olarak EDTA kullaniimistir. Demir selasyon
aktivitesi, hidrolizat drneklerinin absorbans degerleri kontrol 6rnegdi ile karsilagtirilarak

hesaplanmistir. Orneklerin % selatlanma kapasiteleri Sekil 34 tizerinde verilmigtir.

Sekil 34'de %1 konsantrasyona sahip protein hidrolizatlarinin Fe*? iyonlarini selatlama
aktivitesi kargilastirildiginda yaklasik %30+£2 ile en yuksek aktiviteyi termolisin hidrolizati
g6stermigtir. Tripsin ve kimotripsin hidrolizatlari yaklasik %8 ile benzer selatlama
aktivitesi gostermislerdir. EDTA c¢aligilan en dusuk konsatrasyonu 100 pg/ml’de dahi
%9812 selatlama aktivitesi gostermistir. Torres-Fuentes vd. (2012) tarafindan yapilan
galismada nohut proteinlerinde sindirim enzimleri kullanilarak elde edilen hidrolizatlarda
demir selasyon aktivitesi arastinimistir. Calismada hidrolizatlar yaklasik %10 aktivite
gostermis ve pozitif kontrol EDTA 100 pg/ml konsantrasyonda %99+1 aktivite
go6stermistir. Bu baglamda elde edilen sonuglar literattr ile uyumludur.
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Sekil 34. Cesitli proteazlar tarafindan hidrolize edilmis findik hidrolizatlarinin %
selatlanma kapasitesi. Hidrolizatlar %1 protein icerecek sekilde saf su igersinde pH 8’e
ayarlanarak hazirlanmis ve tripsin, kimotripsin ve termolisin proteazlari kullanilimigtir.
EDTA (100 ug/ml) pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

4.1.6.2 Hidroksil radikali tutma aktivitesi

Hidroksil radikali disuk pH deg@erlerinde tiyobarbiturik asit ile isitildiktan sonra pembe bir
kromojen veren drlnler olusturmak Uzere deoksiriboz ile tepkimeye girer. Eklenen
hidroksil radikal tutucu bilesikler (6rnegin, antioksidatif peptitler) Uretilen hidroksil
radikalleri icin deoksiriboz ile rekabet eder ve kromojen olugsumunu azaltir (Halliwell
vd.1987). Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi Halliwell vd. (1987) tarafindan
gerceklestirilen yonteme uygun olarak yapilmistir. BHT (0,03 mg/ml), bu deneyde pozitif
kontrol olarak kullaniimistir. Fraksiyonlar alinma siralarina goére numaralandirilarak
numunelerin hidroksil radikali tutma aktiviteleri Sekil 35 (zerinde ortak olarak

gOsterilmistir.

Fraksiyonlarin hidroksil radikali tutma aktivitesi karsilastirildiginda tripsin hidrolizatindan
elde edilen F17 fraksiyonu % 37,48+0,7’lik bir oranla en yuksek aktiviteyi gostermistir.
Bu orani % 36,9+1,7 ile termolisin F1 ve % 30,7+1,3 ile kimotripsin F1 fraksiyonlari takip
etmistir. Pozitif kontrol 0,136 mM BHT % 88,42 aralijinda aktivite gdstermistir.
Fraksiyonlarin bir kisminda aktivite gdzlemlenmez iken birgok fraksiyondan dusuk
aktivite degerleri elde edilmistir. Toplamda elde edilen 51 fraksiyondan 31tanesinde
aktivite gozlenmis ve bunlarin iginden sadece 10 tanesi %20 Uzerinde aktivite
goOstermistir. Fraksiyonlamanin kisa araliklarla yapilmasina bagl olarak bazi ardisik

fraksiyonlarin kompozisyonlarinin benzer igerige sahip olabilecedi ve glgli anyonik
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fraksiyonlarin demir selatlamaya bagli olarak aktivite gOstermis olabilecegi
dusunulmektedir. Referansin etkinligi batin fraksiyonlardan daha yiksek bulunmustur.
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Sekil 35. Cesitli proteazlar tarafindan hidroliz edilmis findik peptit fraksiyonlarinin
hidroksil radikali tutma aktivitesi. Ornekler Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda 20mM
Tris-HCI (pH 8,3) tamponu kullanilarak 2 CV araliklarla fraksiyonlanmig ve 17 fraksiyon
toplanmigtir (F1-F17). BHT pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

4.1.6.3 Suiperoksit anyon tutma aktivitesi

Pirogallol sulu ¢dzeltide hizla otoksidize olan bir reaktiftir. Cozeltide ilk dnce 400 - 425
nm arasinda maksimum absorbans gdsteren sari-kahverengi rengi olusturmaktadir. Oda
sicakliginda saklama esnasinda birka¢ dakika sonra renk yesile dénmeye baslar ve son
olarak, birkag saat sonra sari bir renk gorunur. Absorbans degerindeki artis ile oksijen
tuketimi arasinda sabit bir iligki bulunmaktadir (Marklund ve Marklund,1974). Bu
calismada Marklund ve Marklund (1974) tarafindan yayinlanan yéntem modifiye edilerek
kullanilmigtir. BHT (0,03 mg/ml), bu deneyde pozitif kontrol olarak kullaniimistir.
Superoksit anyon tutma aktivitesi gosteren fraksiyonlar Sekil 36 Uzerinde ortak olarak

gOsterilmistir.

Siperoksit anyon tutma aktivitesi testinde degerlendirilen hidrolizat 6rnekleri arasinda
F9-F17 araligindaki fraksiyonlarda aktivite gbzlemlenmemistir. Bu durumun F9-F17

araligindaki fraksiyonlarda glcli anyonik 6zellik gésteren bilesiklerin varhidindan
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kaynaklandigi dusulmektedir. Superoksit anyon tutma aktivitesi gosteren fraksiyonlar
karsilastirildiginda termolisin hidrolizatindan elde edilen F1(out) fraksiyonu %37,4+3,7
ile en yuksek aktiviteyi gostermistir. Bu orani % 26,7+3,8 ile kimotripsin F7 fraksiyonu
takip etmistir. Pozitif kontrol BHT (0,03 mg/ml) ise % 50,5%1,5 oraninda aktivite
gOstermigtir. Oktay vd. (2003) tarafindan yapilan galismada BHA ve BHT nin superoksit
anyon radikali tutma ICso degerlerinin sirasiyla 0.031 ve 0.061 mg/ml oldugunu
bildirmigtir. Bu degerlere gore BHT’ nin aktivitesi Oktay vd. (2003) tarafindan yapilan
calismaya kiyasla iki kat fazla bulunmustur. Bu durum kullanilan kimyasallar, inkiibasyon
suresi, pH, ortam sicakhg gibi bircok metot farkliliklarindan kaynaklanabilmektedir. Bu

baglamda sonuglarin literatlre uygunlugu net bir bicimde kiyaslanamamistir.
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Sekil 36. Cesitli proteazlar tarafindan hidroliz edilmis findik peptit fraksiyonlarinin
stiperoksit anyon tutma aktivitesi. Ornekler Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda 20 mM
Tris-HCI (pH 8,3) tamponu kullanilarak 2 CV araliklarla fraksiyonlanmig ve 17 fraksiyon
toplanmigtir (F1-F17). BHT pozitif kontrol olarak kullaniimigtir.

Findik protein konsantrelerinden termolisin, kimotripsin, tripsin proteazlari kullanilarak
elde edilen hidrolizatlar ve fraksiyonlarda yapilan antioksidan aktivite testlerinde genel
olarak disuk aktiviteler gbzlemlenmistir. En ylksek antioksidant aktivite hidroksil radikali
tutma testinde % 37,48+0,7 ile tripsin F17 ve % 36,9+1,7 ile termolisin F1(out)
fraksiyonlarinda gézlemlenmistir. Ancak gugcli anyonik bilesikleri iceren tripsin F17
fraksiyonunun metal selatlayici Ozellik gostererek Fe*?nin aktivitesini degistirmis
olabilecegi ve bu sebeple yiksek aktivite gbsterdigi disunulmektedir. Sonuglarin bazik
pH degerlerinde anyon degisim kromotografisi kullanilarak ve uzun elisyon (32 CV)
calismalarinda kisa araliklarla fraksiyonlanan (2 CV) anyonik peptitlerden elde edildigi
g6z o6ndnde bulundurulmahdir. Fraksiyonlamanin kisa araliklarla yapilmasina bagh
olarak bazi ardisik fraksiyonlarin kompozisyonlarinin benzer icerige sahip olabilecegdi ve
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ayrica gucli anyonik bilegikleri iceren fraksiyonlarin metal selatlayici olarak antioksidan
aktivite goOstermis olabilecegi diustnilmektedir. LC-MS/MS analizi sonuglarina goére
Ozellikle C2 ve C3 fraksiyonlari (kimotripsin F2 ve F3) 1 peptit haricinde ayni peptit
icerigine sahip oldugu go6zlemlenmistir. Dolayisiyla bu durum LC-MS/MS analizi
yapilmayan fraksiyonlarda da benzer durumlarin olabilecegini géstermektedir. Gilseren
(2018) tarafindan findik (Corylus avellana L.) peptitleri UGzerine yapilan in silico
¢alismada, antioksidan aktivitenin bir dereceye kadar gd&zlemlenebilecegi ve diger
biyoaktivitelere (6rnegin, ACE-6nleyici ve DPP-4 6nleyici aktivitelere) kiyasla daha az
siklikta oldugu tahmin edilmistir. 179 proteolitik senaryo igerisinden sadece 44 vakada
antioksidan aktivite 6ngorulmastir (yaklasik %25). Bu baglamda yapilan in vitro ¢alisma
in silico tahminleriyle paralellik gostermektedir.
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4.2 Gorek otu proteinlerinin tripsin ve papain muameleleri ile ilgili galigmalar

Bu kisimda yapilan ¢aligmalari igeren bir makaleye “Journal of Food Measurement
and Characterization” dergisine gonderilmis, 14/09/2020 tarihinde kabul edilmistir.
Bu makale, EK-3 kapsaminda bilgilerinize sunulmaktadir.

Calismamiz kapsaminda soduk preslenmis c¢orek otu yan drlnlerinden; protein
konsantreleri ve bu protein konsantrelerinin papain ve tripsin enzimleri kullanilarak farkli
surelerde (0, 15, 30, 60, 90 ve 120 dakika) hidroliz edilmesiyle ¢Orek otu protein
hidrolizatlari elde edilmistir. Ekibimizin onceki c¢alismalarinda yagi alinmis ¢orek otu
posalarindan alkali ekstraskiyon-izoelektrik ¢oktirme ydntemi ile elde edilmis protein
konsantrelerinin protein miktari Kjeldahl analizi ile % 54.7 + 0.5 olarak belirlenmigstir
(Cakir ve Guseren, 2019). Elde edilen konsantre ve hidrolizatlara gesitli anti-oksidatif
testler (DPPH inhibisyonu, demir selasyon aktivitesi ve hidroksil radikali tutma aktivitesi)
ve asetilkolinestreaz (AChE) inhibe edici anti-Alzheimer biyoaktif testi uygulanarak
protein konsantrelerinin ve hidrolizatlarin 6zellikleri arastirilmistir. Papain ve tripsin
enzimi olmak Uzere iki ayri enzim kullanilarak farkh strelerde bu enzimlerin hidrolizi
sonucu elde edilen hidrolizatlarin antioksidatif ve biyoaktif 6zellikleri belirlenmistir.
Papain ve tripsin enzimleri ile farkh sdrelerde gerceklestiriien muamele sonucu elde
edilen hidrolizatlara ait sonuclar Tablo 11’de 6zetlenmistir. Detaylar sonraki boélimlerde

verilmektedir.

Tablo 11. Papain ve tripsin enzimleri ile elde edilen hidrolizatlardan, antioksidatif testler
ve asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon testlerinde elde edilen en yuksek (%) inhibisyon

sonuglarini ortaya ¢ikaran kosullar.

Test Hidroliz Siiresi (dak.) % inhibisyon
AChE onleyici aktivite 30 25.63+0.6
DPPH tutma aktivitesi 120 59.80 + 2.6
Demir selasyon aktivitesi 90 59.23+£5.5
15 60.51+2.0

Hidroksil radikali tutma aktivitesi

Yapilan testler sonucu en yuksek aktivitenin gérildigu hidrolizat érnegi (papain enzimi
ile 30 dakika hidroliz edilmis ¢drek otu protein konsantresi) fraksiyonlanarak dort ayri
fraksiyon elde edilmigtir (PA, PB, PC, PD). Elde edilen bu fraksiyonlara tekrar DPPH
tutma aktivitesi testi uygulanarak anti-oksidatif 6zelligi degerlendirilmistir. Bununla
beraber, LC MS/MS analizi ile fraksiyonlanmig dért adet protein hidrolizatlarinin (PA, PB,
PC ve PD) peptit yapilari aydinlatiimistir.
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Elde edilen protein ve peptitlerin, anti-Alzheimer etkilerinin incelenebilmesi i¢in yapilan

asetilkolinesteraz (AChE) onleyici aktivite testinin sonuclari asagida tartisiimistir.

4.2.1 AChE onleyici aktivite testi

Asetilkolinestraz (AChE), bir nérotransmitter olan asetilkolini (ACh) asetik asit ve koline
katalizleyen bir enzimdir (Koganci ve Aslim, 2016). Alzheimer hastaliginin gozlendigi
beyin dokularinin incelenmesi sonucu; AChE’nin etkinliginin arttigi ve buna bagh olarak
sinir iletimini saglayan AChE’nin miktar ve aktivasyonunun distiga belirlenmistir. Sinir
iletiminin kesintiye ugramasi da bilissel eksiklik ve davranigsal anormallikler ile
karakterize norolojik bir hastalik olan Alzheimer hastalidi (AH) ile sonucglanmaktadir
(Senol vd., 2010). Bu nedenle AChE'yi kolin ve asetik aside hidrolizleyen kilit enzim olan
asetilkolinesterazin (AChE) inhibisyonu, AH'ye karsi en yaygin kullanilan tedavi
seceneklerinden biri haline gelmistir (Orhan, Orhan ve Sener, 2006). Karacigerden
salgilanan ve bir diger kolinestreaz olan bdutirilkolinestreaz (BChE) butirilkolini
kataliziemektedir. Butirilkolinestrazin da kolin bilesiklerinin varligini azaltmasindan dolayi
Azheimer hastalidi ile iligkilendiriimektedir. Bu nedenle BChE ile yapilan anti-Alzheimer
calismalari da bulunmaktadir (Beach, 2000).

AH'nin tedavisinde kullanilan Amerikan ilag Dairesi), (“Food and Drug Administration”,
FDA) onayl asetilkolinesteraz inhibitélerinden Rivastigmin (Physostigma venenosum
Balf.) ve Galantamin (Amaryllidaceae alkaloidi) bitkisel kaynakli, Takrinin ve Donepezil
ise sentetik kaynakh ilaclardir. Bunlarla beraber zerdegaldan (Curcuma longa) elde
edilen kurkuminin de Alzheimer hastaligini onledigine dair yapilan klinik calismalar

devam etmektedir (Konakgi ve Aslim, 2016).

Calismamizda ¢orek otu protein konsantreleri ve papain ve tripsin enzimleriyle farkli
sureler (15, 30, 60, 90 ve 120 dakika) boyunca muamele edilmis hidrolizatlarla ¢orek
otunun AChE 6nleyici aktivitesi arastiriimistir ve sonuglar Sekil 37°de verilmigtir.

Oncelikle, gdrek otu protein konsantrelerinin hidroliz edilmeden énce (t=0) AChE onleyici
aktiviteleri (% 28.72 + 1.78 ve % 16.03 + 0.08) gosterdigi belirlenmistir. Ozelikle papain
ile hidrolize edilmis 6rneklerde hidrolize edilmemis érneklere gore aktivitenin distigu, en
yuksek aktivitenin % 28.72 + 1.78 ile hidroliz edilmemis (t=0) ¢brek otu protein
konsantresine ait oldugu goérilmektedir. Tripsin ile hidroliz edilmis 6rneklerde, hidroliz
edilmemis protein konsantrelerine gore inhibisyonun daha digik oldugu gorulmektedir.
Bununla birlikte, 90. ve 120.dakikalarda sirasiyla % 23.68 + 0.66 ve % 19.62 + 4.66
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oranlariyla protein konsantresine gére daha yiksek oranda inhibisyon degerleri elde

edilmigtir.
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Sekil 37. Papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz uygulanmamis (0. dakika) ve uygulanmis
(15, 30, 60, 90, 120. dakika) protein 6rneklerinin, hidroliz edilme sirelerine goére

gosterdikleri AChE 0Onleyici aktiviteleri.

Enzim aktivitelerini kendi aralarinda kiyaslamak gerekirse; hidroliz edilmemis
konsantrelere gére papain hidrolizinin inhibisyonu distrmis olmasina ragmen tripsin ile
hidroliz edilen 6rneklere gore daha yiuksek inhibe edici etki gosterdigi sdylenebilir. Bu
durumda papain ile elde edilen hidrolizatlarin daha fazla muhtemel anti-Alzheimer etkisi
goOsteren hidrolizatlar oldugunu séylemek mumkundir. Bununla beraber hidroliz islemi
uygulamadan (t=0) en yiksek inhibisyon aktivitesinin gorilmesi, ¢érek otu proteininin in
vitro olarak dogrudan anti-Alzheimer etkiye sahip oldugunu géstermektedir. Zaman ve
enerji tasarrufu yoéninden incelendiginde de hidroliz islemi olmadan istenen etkinin
gorulebilmesi oldukga onemlidir. Buna ek olarak, mevcut protein uretim teknigi de
endustriyel kosullara adapte edilmeye uygundur. Hidroliz islemi uygulanmadan da ¢orek
otu proteinlerinin biyoaktif etkiler gdsterme potansiyeli tasidig1 anlagsiimaktadir.

GUnUimuzde, Alzheimer hastaliginda kullanilan AChEi ilaglar kesin basari
saglayamadigindan bu hastalida karsi koruyucu ve tedavi edici potansiyele sahip yeni
AChE inhibitorlerinin arastirilmasina yonelik g¢alismalarin olduk¢a 6nemli oldugu
belirtiimektedir (Konakg¢i ve Aslim, 2016). Bu nedenle soduk pres yag sanayinin bir yan
arind olan ¢orek otu posasindan elde edilecek biyoaktif peptit ve proteinler 6nem
kazanmaktadir. Bu bilesenlerin gida, kozmetik ve eczacilik drinlerinde kullanim
potansiyeli, tuketimi nispeten zor bir Urin olan ¢orek otunun da kullanabilirligini

arttirmaktadir.
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4.2.2 Antioksidatif aktivite testleri

insan saghgl agisindan, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin énlenmesi ve birgok
hastahigin gorilme sikhginin azaltimasinda cesitli kaynaklardan elde edilen
antioksidanlar énemli bir rol oynamaktadir (Oroian ve Escriche, 2015). Bununla beraber
gida Urdnlerinde gergeklesen lipit oksidasyonunun inhibe edilmesinde protein ve
peptitlerin etkili oldugunu gésteren g¢alismalar bulunmaktadir. St proteini, soya proteini,
bugday proteini, pirin¢g proteini ve misir proteini antioksidatif etkiler gdsteren cesitli
kaynaklardandir (Singh, 2011).

Serbest radikallerin ¢cok cesitli olmasi ve ¢érek otu proteinlerinin bu serbest radikallerden
hangilerine karsi anti-oksidatif etki gdsterme potansiyeline sahip oldugunun belirlenmesi

amaciyla birden fazla anti-oksidatif test uygulanmasi uygun goéralmustar.

Corek otu protein ekstraktlarinin papain ve tripsin enzimleriyle farkl streler boyunca (0,
15, 30, 60, 90, 120 dakika) hidroliz edilmis érneklere uygulanan; DPPH, demir selasyon

aktivitesi ve hidroksil radikali tutma aktivitesi testleri sonuglari ile beraber tartisiimistir.

4.2.2.1 DPPH Tutma Aktivitesi Testi

DPPH radikali; antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitesini dlgmek igin kullanilan
ilk sentetik radikaldir (Frankel ve Meyer, 2000). Etanol igindeki ¢dzeltisi mor renkli olan
DPPH radikali, antioksidan tarafindan indirgendik¢e rengi agilmaya baslar. Antioksidan
konsantrasyonu ve renk agiimasi arasinda dogrusal bir iligki olan bu analizde
reaksiyonun ilerleyisi  spektrofotometre  kullanilarak  absorbans  dlgimid  ile
gerceklestiriimektedir (Frankel ve Meyer, 2000). Antioksidan aktivitesinin bulunmadigi
ortamlarda renk degisikligi olmadigi icin absorbans degerlerinde degiskenlik

gOzlenmemektedir.

Singh (2011) tarafindan proteinlerin, protein hidrolizatlarinin ve fraksiyonlarinin serbest
radikalleri temizleme etkisinin 6l¢uldigu yontemlerden biri olarak belirtilen DPPH tutma
aktivitesi testi, calismamizda kullaniimistir. Bu calismada; hidroliz edilmemis protein
ekstrakti ve farkh streler (15, 30, 60, 90, 120 dak.) boyunca papain ve ftripsin
enzimleriyle hidroliz edilmig konsantrelerin DPPH tutma aktivitesi testi ile antioksidan

kapasiteleri 6lctimustir. Elde edilen sonuglar Sekil 38’de verilmigtir.

Papain enzimi kullanilarak hidroliz edilmis ¢orek otu protein konsantrelerinde; hidroliz

edilmemis protein konsantresinin (0.dak.) DPPH radikalini inhibe etme aktivitesi % 30.35
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t+ 0.1 olarak bulunurken 15.dakika da bu aktivitede biraz azalma gdzlenmistir. 30.
dakikada aktivite, 0. dakikaya gore artarken 60 ve 90. dakikalarda 30.dakikaya gore
azalma gorulmustir. En ylksek aktivite ise % 59.80 + 2.6 ile 120 dakika hidroliz edilmis
konsantreden elde edilmigtir. 30 dakika hidroliz edilmis konsantrenin % 52.76 £ 8 ile 120
dakika hidroliz edilmig konsantrenin aktivitesine oldukga yakin oldugu gorulmektedir. Bu
sonuglara dayanarak papain enzimi ile hidroliz sonucu; zaman ve enerjiden tasarruf
etmek amaciyla 120 dakika yerine 30 dakika hidroliz ile ¢érek otu protein konsantresi

hidrolizatlarindan en etkili sonuglarin alinabilecegi séylenebilir.

Tripsin enzimi kullanilarak hidroliz edilmemis protein konsantresinden (0.dak.) alinan %
27.42 + 9.7 sonucu ve tripsin enzimi ile 15 dakika hidroliz edilmis konsantreden % 41.71
* 0.4 sonucunun alinmasi, hidroliz isleminin DPPH radikali giderme etkisini arttirdigini
go6stermektedir. 15, 30, 60, 90 ve 120 dakika hidroliz edilmis konsantrelerde sonuclarin
birbirine yakin degerlerde oldugu goértlmektedir. DPPH radikalini giderme aktivitesinin
60 dakika hidroliz edilmis protein konsantrelerinde % 47.83 £ 2.7 ile en ylksek degerde
oldugu belirlenmistir. Hidroliz suresinin 60.dakikadan itibaren uzatimasinin ise
90.dakikada % 39.99 + 2.5 ve 120. dakikada % 42.47 * 8.1 sonuglarinin elde

edilmesiyle antioksidatif etkiyi disturdugunu gostermektedir.
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Sekil 38. Papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz uygulanmamis (0. dakika) ve uygulanmis
(15, 30, 60, 90, 120. dakika) protein Orneklerinin, hidroliz edilme surelerine gore

gOsterdikleri DPPH inhibisyonu.

Her iki enzimi birbiri ile kiyaslamak gerekirse; 15 dakikalik bir hidroliz ile tripsin enziminin
en iyi sonucuna yaklasilirken, papain enziminde 15 dakikalik hidroliz sonucu hidroliz
edilmemis konsantreye goére bir miktar diisis gézlenmistir. Papain enziminde goriilen en
yuksek serbest radikal giderme degerine ise 30 dakikalik hidroliz sonucu yaklasildigi
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gbrilmustiar. Papain enzimi ile hidrolizde slresinin uzatilmasiyla aktivitenin de
artabilecegini fakat tripsin enziminde sirenin ¢ok kritik bir gelismeyi aciga ¢ikarmadigini
sdylemek mumkidnddr. Her iki enzimin ayni sire igindeki sonuglarinda benzerlik olmakla
beraber 120. dakikada papain enziminin etkisi % 59.80 t 2.6 ile diger sonuglara gore
daha yuksektir.

Sentetik bir radikal olan DPPH radikali kullanilarak ¢orek otu protein konsantresi ve farkh
surelerde (15, 30, 60, 90 ve 120 dakika) papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz edilmis
konsantrelerden elde edilen sonuglara goére; ¢oérek otu protein konsantrelerinin ve
hidroliz edilmis konsantrelerinin DPPH radikalini giderme aktivitesine sahip oldugu
goraimustar.

4.2.2.2 Demir gelasyon aktivite testi

Demir selasyon aktivitesi testi; gucliu bir demir baglayici reaktif olan ferrozin ve analiz
edilmek istenen o6rnegin (calismamizda ¢orek otu protein konsantreleri ve bunlarin
hidrolizatlari) Fe?* iyonlarinin oldugu ortamda birlikte bulunarak, iyonlari baglama yarigini
gOstermektedir (Dinis, Madeira ve Almeida, 1994). Fe?*/ferrrozin kompleksi glgli kirmizi
renk vermektedir ve bu kompleksin olugsmasi engellendikge kirmizi renk olusumu
azalmaktadir. Dolayisiyla analiz spektrofotometrik bir dlcime dayanmaktadir (Dinis,
Madeira ve Almeida, 1994). Demir selatorlerinin hicre igine girmesiyle serbest demiri
baglayarak etkisizlestirmeleri, hidroksil radikalinin olusmasini engelleme agisindan
oldukca 6nemlidir. Elde edilen sonuglar Sekil 39 Uizerinde verilmistir.

Corek otu protein konsantrelerinin ve papain ve tripsin enzimleri kullanilarak farkh
surelerde (15, 30, 60, 90, 120 dakika) elde edilen hidrolizatlarinin demir selatlama
aktivitesinin sonuglari Sekil 34 tzerinde detaylandirilmistir. Papain ile hidroliz edilmemis
protein konsantresinin (0. dakika) % 36.19 £ 4.2 sonucu, farkl surelerde (15, 30, 60, 90
ve 120 dakika) gerceklestirilen hidroliz sonucu elde edilen sonuglara gére daha
dusuktir. Demir selasyon aktivitesi 15. ve 30. dakikalarda artis gosterirken 60. dakikada
30.dakikanin altina digmustir. Papain hidrolizatlarinda, % 57.33 = 3.5 ile 30.dakikada
ve % 59.23 + 55 ile 90. dakikada en yuksek degerler goézlenmigstir. Hidrolizin
120.dakikaya kadar devam etmesi ise aktiviteyi % 48.63 + 5.1°e disUrmustir. Bu
sonuglara dayanarak hem en yliksek aktivitenin gorilmesi hem de enerji ve zaman
tasarrufu dikkate alindiginda papain 6rneklerinde selatlama aktivitesi igin en uygun
hidrolizatlarin % 57.33 £+ 3.5 ile 30 dakikalik ¢orek otu protein hidrolizatlarindan elde
edildigi sOylenebilir.
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Tripsin ile hidroliz edilmemis ¢orek otu protein konsantresinden alinan % 42.27 + 5.6
sonucu, 15 ve 30 dakika sureli hidrolizin selasyon aktivitesini sirasiyla % 14.93 £ 0.0 ve
% 3290 % 8.7’ye dusurdugunu goéstermektedir. Hidroliz sdresinin artmasiyla;
60.dakikada % 54.91 + 1.5 ve 90. dakikada % 51.94 + 1.8 sonugclari elde edilmistir.
Bununla beraber hidroliz sliresinin daha fazla uzatiimasi (120 dakika) ise selatlama
aktivitesinin % 33.05 + 4.6 ile tekrar hidroliz edilmemis 6érnege goére daha dusuk sonug¢
vermesine neden olmustur. Tripsin enziminde en ylUksek aktivite % 54.91 + 1.5 ile 60.
dakikada elde edilmistir.
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Sekil 39. Papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz uygulanmamig (0. dakika) ve uygulanmig
(15, 30, 60, 90, 120. dakika) protein drneklerinin, hidroliz edilme sirelerine gore
gosterdikleri demir selasyon aktiviteleri.

Corek otu protein konsantrelerinin enzimatik hidroliz muamelesinden 6nce de (t=0)
demir gelasyon aktivitesi gosterdikleri gorulmektedir. Bununla beraber tripsin enzimi ile
gerceklestirilen hidrolizin demir gelasyonu Uzerinde c¢ok belirgin bir etkiye yol actidi
gorulmemektedir. Papain ve tripsin enzimlerini kiyaslamak gerekirse; protein papain ile
hidroliz edilmesi, hidroliz ediimeyen konsantrelere gére aktiviteyi arttirmistir. Tripsin ile
kisa sureli (15 dakika) hidroliz sonucunda ise aktivite oldukga dismustir. Cérek otu
protein konsantrelerinin demir selatlama potansiyeli olmakla beraber; bu aktivitenin,
nispeten daha kisa slrede ve enerjiden tasarruf saglayarak daha etkin bicimde elde

edilmesi icin papain enziminin tercih edilmesi daha anlamli gériinmektedir.

Bilinen en glcli demir selatlayicilardan biri oldugu igin ¢alismamizda pozitif kontrol
olarak EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) bilesigi kullanilmistir (Song vd., 2014). EDTA

ile gerceklestirilen demir selasyon aktivitesi testinde % 89.03 + 4.1 selasyon aktivitesi
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elde edilmigtir. Papain ile 30 dakikalik hidroliz sonucu elde edilen érnekte % 57.33 + 3.5
ve 60 dakikalik hidroliz sonucu elde edilen drnekte % 59.23 + 5.5 gselasyon aktivitesi
g6zlenmistir. Tripsin ile 60 dakikalik hidroliz sonucunda ise % 54.91 + 1.5 selasyon
aktivitesi elde edilmistir. Hidroliz uygulanmamis ¢drek otu protein konsantresinin ise %
42.27 + 5.6 oraninda selasyon aktivitesi bulgulanmigtir. Bu sonuglar ¢orek otu protein ve
hidrolizatlarinin demiri selatlama potansiyeline sahip dogal birer kaynak olduklarini

g6stermektedir.

4.2.2.3 Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi

Hidrojen peroksidin gecis metalleriyle indirgenmesi sonucu olusan (Fenton reaksiyonu)
hidroksil radikali (OH"), yluksek reaktivitesine (9-10 sn) bagli olarak en fazla toksisiteye
sahip olan serbest radikaldir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Organik asitler, amino
asitler, fosfolipitler ve nukleik asitler gibi bircok biyokimyasal madde ile reaksiyona
girebilmektedir. Oldukga reaktif olmasi ve yarilanma Omrinin kisaligi nedeniyle
bulundugu yerde blylk hasarlar yaratabilmekte ve yeni radikallerin olusumuna
sebebiyet verebilmektedir (Becker, Nissen ve Skibsted, 2004).

Hidroksil radikali tutma aktivitesi testinde hidroksil radikali in vitro kosullarda, Fe?* ve
H2O2’nin reaksiyonu sonucu uretilerek test edilen numunenin hidroksil radikalini tutma
aktivitesi Olgllmektedir. Antioksidan aktivite gdsteren numune ayni zamanda Fe?*
iyonunu selatlama etkisi de goOstererek dolayli olarak hidroksil radikali olusumunu
engelleyebilmektedir. Bu nedenle test edilen numunenin iyi bir selasyon ya da hidroksil
radikali tutma etkisi tam olarak birbirinden ayirt edilememektedir (Becker, Nissen ve
Skibsted, 2004).

Calismamizda ¢orek otu protein ve papin ve tripsin enzimleriyle muamelesinde farkli
sureler boyunca (15, 30, 60, 90 ve 120 dakika) hidroliz edilmis 6rneklerin hidroksil

radikalini tutma aktiviteleri dlgulerek sonuglar Sekil 40 tGzerinden incelenebilmektedir.

Hidroliz edilmemis ¢orek otu protein konsantresinin (t=0) % 61.12 + 1.5 oraninda
hidroksil radikali tutma aktivitesi gézlenmistir. Papain ile gergeklestirilen hidroliz sonucu
elde edilen konsantrelerde 90. dakikadan 6nce hidroksil radikali tutma aktivitesinde
disus yasandigi, 90. ve 120.dakikalarda ise diger slrelere goére artis yasandigi
gorulmektedir. Hidrolizatlar arasinda en yuksek aktivitenin % 60.51 + 2 ile 15. dakikada

elde edilen hidrolizattan alindigi bulgulanmigtir. Bununla beraber papain ile hidroliz
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edilmemis protein konsantresinin tiUm hidrolizatlardan daha yuksek aktiviteye sahip

oldugu goérulmektedir.

Tripsin enzimi ile hidroliz edilmemis protein konsantresinin hidroksil radikali tutma
aktivitesi % 58.35 + 0.6 orani ile hidrolizatlarin aktivitelerinden daha yiksek sonug
vermistir. Tripsin enzimi hidrolizatlarinin hidroksil radikali tutma aktivitelerinin birbirine
yakin de@erlerde oldugunu sdylemek mumkundar. Tripsin enzimi kullanilarak elde edilen
hidrolizatlarda en ylUksek aktivite % 57.32 £ 0.3 sonucu ile 30 dakika hidroliz edilmis
konsantrede goérulmastir. En disik aktivite ise % 53.80 £ 0.6 ile 15 dakika hidroliz
edilmis protein konsantresinden elde edilmistir. Bununla beraber tripsin enzimi ile
gergeklestirilen hidrolizatlarda da aktivitenin, hidroliz edilmemis protein konsantrelerine

gore dusmus oldugu gorulmektedir.
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Sekil 40. Papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz uygulanmamig (0. dakika) ve uygulanmis
(15, 30, 60, 90, 120. dakika) protein &rneklerinin, hidroliz edilme sirelerine goére

gosterdikleri hidroksil radikali tutma aktiviteleri.

Papain ve tripsin enzimleri kullanilarak farkli slrelerde hidroliz edilmis &rneklerin
hidroksil radikali giderme aktiviteleri birbirleri ile benzer sonuglar vermistir. Bununla
beraber her iki enzim de aktiviteyi digirmustur. Corek otu protein ekstraktindan, hidroliz
orneklerine gére daha yiksek aktivite dederleri alinmasi hidroliz olmaksizin ¢érek otu
proteinlerinin hidroksil radikali giderme aktivitesini gostermektedir. Bu sonuglara
dayanarak; enzimatik hidroliz gergeklestirmeksizin zaman ve enerji tasarrufu saglayarak
corek otu proteinlerinin oldukga reaktif olan hidroksil radikalini giderme potansiyelinin

degerlendirilebilecegi sdylenebilir.
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Antioksidatif &6zelliklerinin arastirilmasi amaciyla DPPH inhibisyonu, demir selasyon
aktivitesi ve hidroksil radikali tutma aktivitesi testleri uygulanan ¢orek otu protein
konsantreleri ve farkh sirelerde (15, 30, 60, 90 ve 120) papain ve tripsin ile
gerceklestirilen hidroliz sonucu elde edilen hidrolizatlarinin antioksidatif aktiviteleri
degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda tim testlerde hem c¢oérek otu
protein konsantrelerinin hem de hidrolizatlarinin antioksidatif aktiviteye sahip olduklari
go6ralmustir. DPPH testinde en yUksek aktivite % 59.80 + 2.6 orani ile 120 dakikalik
papain hidrolizatina aitken; demir selasyon testinde en yiksek aktivite % 59.23 £ 5.5 ile
90 dakikalk papain hidrolizatina; hidroksil radikali tutma aktivitesi testinde en yuksek
aktivite ise hidroliz edilmemis protein konsantresinden (% 61.12 + 1.48) sonra % 60.51

2.02 orani ile 15 dakikalik papain hidrolizatina aittir.

Yapilan tum anti-oksidatif aktivite testlerini degerlendirmek gerekirse en ylksek anti-
oksidatif aktivite % 61.12 £ 1.48 orani ile hidroliz edilmemis ¢orek otu protein
konsantresinin hidroksil radikali tutma aktivitesine aittir. Papain enziminin tim testlerde
en vyuksek aktivitesine 30 dakikalik hidroliz sonucu elde edilen hidrolizatlar ile
yaklastigini ve bu nedenle bu surede elde edilen hidrolizatlarin fraksiyonlanmasina karar
verildigini sdéylemek mumkuindur. Fraksiyonlama ile daha yuksek oranda anti-oksidatif
etki gbsterecek hidrolizatlarin elde edilmesi ve bu hidrolizatlarin LC-MS/MS analizi ile
peptit yapilarinin detaylandiriimasi amaclanmigtir. Yapilan tim bu calismalarla, anti-
oksidatif etki gorilen ¢oérek otu protein konsantrelerinde biyoaktif peptit varhgi
arastiriimaktadir.

4.2.3 Gorek otu protein hidrolizatlarinin fraksiyonlanmasi

Corek otu protein konsantreleri ve farkl surelerde papain ve tripsin enzimleri kullanilarak
elde edilen hidrolizatlarla yapilan analizler sonucunda; anti-oksidatif ve anti-Alzheimer
testlerinde maksimum aktivitelere yakin sonuglar alindidi igin 30 dakikalik papain ve
tripsin hidrolizatlarinin fraksiyonlanmasi uygun gériimastar.

Papain hidrolizatlari i¢in 0-100 LG (lineer gradient) sabit olmak lGzere 0.6 M NaCl tuz
konsantrasyonu, HiTrap 1 ml Capto DEAE 25 CV (column volume); 1 M NaCl tuz
konsatrasyonu, HiTrap 1 ml Capto DEAE 25 CV; 1 M NaCl tuz konsantrasyonu, HiTrap
1 ml DEAE FF (zayif anyonik) 25 ve 35 CV; 1 M NaCl tuz konsantrasyonu, HiTrap 1 ml
Capto Q (guglu anyonik) 20, 25, 35 ve 40 CV; 1 M NaCl tuz konsantrasyonu, HiTrap 1
ml Capto S (katyonik) 20 ve 35 CV; 1 M NacCl tuz konsantrasyonu, HiTrap 1 ml Butyl FF

(zayif katyonik) 20 CV parametreleri ile fraksiyonlama denemeleri yapilimigtir.
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Tripsin hidrolizatlari i¢in 0-100 LG (lineer gradient) sabit olmak Uzere 0.5 M NaCl tuz
konsatrasyonu, HiTrap 1 ml Capto DEAE 25 ve 40 CV; 1 M NacCl tuz konsantrasyonu,
HiTrap 1 ml Capto DEAE 20 ve 30 CV; 1 M NaCl tuz konsatrasyonu, HiTrap 1 ml DEAE
FF 25 ve 35 CV; 1 M NaCl tuz konsatrasyonu, HiTrap 1 ml Capto Q 20 ve 35 CV; 1 M
NaCl tuz konsatrasyonu, HiTrap 1 ml Capto S 20 ve 35 CV parametreleri ile

fraksiyonlama denemeleri yapilmistir.

Farkli parametrelerle gerceklestiriien fraksiyonlama denemeleri sonucunda en guglu
peptit sinyalleri; anyon degisim kolonu olan HiTrap 1 ml Capto DEAE (zayif anyonik)
kolonu, 1 M tuz konsantrasyonu ve 0-100 LG 35 CV parametreleri ile papain
hidrolizatlarindan elde edilmistir. PA, PB, PC ve PD olmak Uzere 4 adet fraksiyon

toplanmistir. Papain fraksiyonuna ait kromatogram Sekil 41°’de verilmistir.

30 dakika papain enzimi hidroliz ile optimum sonuglar alinmasi nedeniyle daha kisa
surede, daha az enerji tiuketilerek elde edilebilecek biyoaktif peptitlerin fraksiyonlanarak
arastirilmasi  hedeflenmistir.  Fraksiyonlarin antioksidan aktivitesinin  belirlenmesi

amaciyla DPPH analizinin yapilmasina karar verilmistir.

PA PBE PC PD

—

Sekil 41. Papain ile 30 dakika hidroliz edilmis ¢corek otu protein ekstraktlarinin HiTrap 1

ml Capto DEAE (zayif anyonik) kolon ve 35 CV ile fraksiyonlanma ve elde edilen 4 (PA,
PB, PC ve PD) fraksiyonun kromatogrami.

4.2.4 Fraksiyonlanmig peptitlerin DPPH analizi

Corek otu protein konsantresinin papain enzimi ile 30 dakika hidroliz edilmesi sonucu 4
adet fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlar PA, PB, PC ve PD olarak adlandiriimistir.

Her bir fraksiyonun konsantrasyonu iki katina g¢ikarilarak DPPH testi tekrarlanmistir.
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Hacimsel olarak Iki katina gikarilan fraksiyonlar; PA icin 2PA, PB icin 2PB, PC igin 2PC
ve PD icin 2PD olarak adlandiriimistir. Hidroliz edilmemis protein konsantresi ise P
olarak adlandiriimigtir. Fraksiyonlanmis ¢orek otu protein hidrolizatlarinin ve protein

konsantresinin DPPH testi sonuclari Sekil 42°de verilmigtir.

Fraksiyonlanmis 4 adet ¢corek otu protein konsantresi hidrolizalarina (PA, PB, PC ve PD)
uygulanan DPPH testi sonucunda, fraksiyonlanmamis hidrolizatlarin DPPH testi
sonuglarina (Sekil 33) gore sirasiyla % 5.55, % 4,16, % 1.92 ve % 1.71 olmak Uzere
oldukcga dusuk aktiviteler elde edilmistir. DPPH radikaline kargi dlsuk anti-oksidatif etki
elde edilmesi, peptit fraksiyonlari igerisinde bir¢gok bilesen olmasi nedeniyle (tampon
cozeltiler, tuz vb.) etken madde olan ¢orek otu protein fraksiyonu konsantrasyonunun

¢ok dusuk kalmasiyla ilgili olabilecedi dustnulmustar.
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Sekil 42. Corek otu protein konsantresinin (P), papain enzimi ile 30 dakikalik hidrolizi
sonras! fraksiyonlanmis protein hidrolizatlarin (PA, PB, PC ve PD) ve bu hidrolizat
konsantrasyonlarinin hacmen iki katina ¢ikarilmis (2PA, 2PB, 2PC VE 2PD) 6érneklerinin
DPPH inhibisyon aktiviteleri (standart sapma < % 5).

Peptit konsantrasyonunun ortamda g¢ok dusuk kalmis olabilecegi fikrine dayanarak
DPPH testi, analizde kullanilan fraksiyon konsantrasyonu iki katina ¢ikarilarak
tekrarlanmistir. Yapilan bu degisiklik sonucunda fraksiyonlarin DPPH radikaline kargi
gosterdikleri anti-oksidatif etki sirasiyla % 51.16, % 43.41, % 43.90 ve % 55.08 olarak
belirlenmigtir. Bu sonuglara gére PA, PB, PC ve PD fraksiyonlarinin, hidrolizatlar
toplanirken fraksiyon cihazindan gelen tampon, tuz vb. etkenler nedeniyle test
ortaminda dusik kaldigi ve bu nedenle disik antioksidatif aktivite gdOsterdiklerini

sdylemek mimkunduir.

117



TUBITAK

Protein ve peptitlerin fraksiyonlanmasi islemi olduk¢a uzun sdren ve maliyetli bir
uygulamadir. Bu nedenle; fraksiyonlanmis ¢oérek otu protein hidrolizatlarinin, enzim ile
hidrolize edilmemis ve fraksiyonlanmamis ¢érek otu protein konsantresi ile kiyaslanmasi
uygun gorulmastur. Corek otu protein konsantresi ile yapilan DPPH testi sonucu %
56.43 orani ile fraksiyonlarin konsantrelerinin iki katina ¢ikarilmadan yapilan analiz
sonuclarina gére oldukca yuksek g¢ikmistir. Fraksiyon konsantrasyonlarinin iki katina
cikariimasiyla ise konsantrasyonu artirilmis fraksiyonlarin DPPH testi sonugclari birbirine
yakin degerlerde (% 51.16, % 43.41, % 43.90 ve % 55.08) elde edilmistir. Buradaki kritik
nokta ise antioksidatif etkiyi gosteren etken maddenin konsantrasyonu ve her bir etken
maddenin  bagil etkinligidir.  Fraksiyonlanmis orneklerin  konsantrasyonlarinin
artirlmasiyla aktivitenin de artmasi antioksidatif etki gosterecek peptitlerin varligina
isaret etmektedir. Bununla beraber, enzimatik islem ya da fraksiyonlama islemi
olmaksizin ¢orek otu protein konsantrelerinin antioksidan etki goésterecegdi géz éninde

bulundurulmalidir.

4.25 LC MS/MS analizi

Onceki bdélumlerde (tripsin ve papain muameleleri) tarif edildigi (izere anti-
asetilkolinesteraz aktivitesi ve antioksidatif aktivite gosteren fraksiyonlar toplanarak
uygun LC/MS-MS analiz teknikleriyle incelenmistir. Bu baglamda elde edilen bazi érnek
spektrumlar asagida sunulmaktadir (Sekil 43-45). Ozellikle papain muamelelerinde
antioksidatif fraksiyonlarin basarili bulundugu g6z o6nlne alinarak bu fraksiyonlar
LC/MS-MS analizlerine tabi tutulmustur.

Ekibimizin elinde su anda bu aktif fraksiyonlarda bulunmus 16 farkli peptit spektrumu

vardir. Dolayisiyla sadece érnek birka¢ sunum yapilacaktir.
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Precursor mass 1627.8042, charge 2.0

Sekil 43. PA fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada o6rnek olarak
sunulmaktadir. Spektrum NELLFAEIEYMQK peptidinin iyonizasyonuna karsilik
gelmektedir.
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Sekil 44. PB fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada 6rnek olarak
sunulmaktadir. Spektrum IDWKETPEAHVFK peptitinin iyonizasyonuna karsilik
gelmektedir.
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M+H (Da)

400

Precursor mass 814,49976, charge 1.55

Sekil 45. PC fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada 6rnek olarak

sunulmaktadir. Spektrum ALIEQIK peptidinin iyonizasyonuna karsilik gelmektedir.
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Ekibimizin elinde su anda bu aktif fraksiyonlarda bulunmus 16 farkli peptit spektrumu
vardir. Ozetle, calistigimiz proteinlerden elde edilen enzimatik hidrolizatlarin
fraksiyonlarini aldiktan sonra peptit yapilarini aydinlatmak igin LC-Q-TOF-MS sisteminde
analizler tamamlanmistir. Analiz edilen peptit molekdllerini Uniprot, PLGS, vb. data
bankalarindaki proteinlerle eslestirerek peptit molekillerinin yapilari aydinlatiimaya
cahsiimistir. Ancak bazi peptit molekillerinin yapilari bu yolla belirlenememistir. Bu
durum yeni protein varlijina ya da daha énce bu data bankalarina islenmemis ¢orek otu
proteinlerine isaret etmektedir. Dolayisiyla, de novo sekanslama yapilmasi
gerekmektedir. Bu durum ekstra bir maliyet ve ig yuku olugturmaktadir. Dolayisiyla bu

asamada bu islemlerin tamamlanmasi olanagdi bulunmamaktadir.

4.2.6 In Silico Analizler

LC/MS-MS Analizi sonucunda ilgili veri tabanlari ile karsilastirmalar yapilarak
numunelerde bulunan peptitlerin dizilimleri (sekanslari), molekller agirliklar ve
muhtemel olarak hangi ¢corek otu proteininden koptuklari belirlenmistir (Tablo 12-17).
Buna ek olarak, literatirde tarif edilen bir dizi in silico analiz teknigi kullanilarak
peptitlerin  fizikokimyasal o6zelliklerinin ve biyoaktif karakteristiklerinin belirlenmesi

igslemleri tamamlanmistir (Tablo 12-17).

Tablo 12-17 Uzerinden incelenebilecedi gibi peptitlerin higbirinde toksik etkiler ortaya

¢ikmasi beklenmemektedir.

Sayica az da olsalar fraksiyonlarda bazik peptitler bulunmustur. Bu peptitlerin bazilarinin
antimikrobiyal etkiler de dahil olmak Uzere daha sonra incelenecek bazi yenilikgi

ozelliklerinin olmasi beklenebilir.

Genel olarak, veri tabani analizlerinin sonuglarindan da anlasilabilecedi gibi, bu
peptitlerle ilgili bir literatir bulunmamaktadir. Buna ek olarak, su asamada elde edilen
bazi sinyaller veri tabanlarinda olan proteinlerle eslesmemistir. Dolayisiyla bulgularimizin
bir kismi yeni protein ve peptit Urlnlerine isaret etmektedir. Grubumuzun bu baglamda
patent basvurusu 6n hazirhdi halihazirda devam etmektedir. Bu konu ile ilgili verilerin
degerlendiriimesi calismalari da benzer sekilde surdirdlmektedir. Anti-oksidatif
fraksiyonlardan analizi tamamlanmis 16 farkli peptit bulunmaktadir. Bu peptitlerle ilgili

degerlendirmeler asagidaki tablolarda 6zetlenmistir (Tablo 12-17).
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Tablo 12. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi ile elde

edilmis aktif corek otu peptitlerine ait PA fraksiyonunun fizikokimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesi.
Fraksiyon PA
. Molekiiler
P(’e\lptlt Sekans Agirhk Protein Kaynag pl
0
(9/mol)

1 ASADTSNTGSVSE- 2820.27 AGAMOUS1-like protein

ANAQYYQQEAGKLK ’ [Nigella damascena] 4.68
AGAMOUS1-like protein

2 GRLYEYSNNSVK 1429,71 [Nigella damascena] 8.83
AGAMOUS1-like protein

3 NELLFAEIEYMQK 1643,796 [Nigella damascena] 4.26
AGAMOUS1-like protein

4 NELLFAEIEYMQKR 1783,891 [Nigella damascena] 4.79
AGAMOUS1-like protein

5 NFLQVNLLEANNNYSR  1910,915 [Nigella damascena] 6.35
AGAMOUS1-like protein

6 QVTFCK 782,3929 [Nigella damascena] 8.57
TQQHMSLMPTN- AGAMOUS1-like protein

! EYEVISSAPFDSR 2768,246 [Nigella damascena] 4.66

Tablo 13. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi ile elde

edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PA fraksiyonunun biyoaktif karakteristiklerinin

belirlenmesi.
Peptit iy Peptide iy A B
No  Toksisite Ranker AKtVIte o ometresi  Parametresi

1 toksik degil 0,5632 antioksidatif 0.1111 -
2 toksik degil  0,168664 antioksidatif 0.1667 -
3  toksik degil  0,222255 antioksidatif 0.0769 -

4 toksik degil 0,2752 antioksidatif 0.0714 -

o ACE 0.0032733-
5 toksikdegil 0206773 . L 0.2500 199227497

6  toksik degil 0,34829 antioksidatif 0.1667 -

. ACE 0.015794-
7 toksik degil  0,120965 inhibiter 0.2500 466320564
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PA fraksiyonunda biyoaktif olma ihtimali (PeptideRanker degeri) > % 50 olan bir peptit
bulunmustur (ASADTSNTGSVSEANAQYYQQEAGKLK).

In silico degerlendirmelerde, antioksidatif peptitler ile ilgili olarak dncelikle anti-oksidatif
parametreler siralanmistir. Bu parametrelerin  hesaplanamadigi durumlarda ACE

inhibisyon parametreleri listeye eklenmigtir.

Tablo 14. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi ile elde

edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PB fraksiyonunun fizikokimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesi.
Fraksiyon PB
. Molekiiler
P?\Iptlt Sekans Agirhk Protein Kaynagi pl
0
(9/mol)
1 ENLPTK 701,3828 hypothetical pro_teln_AQUCO_05500003v1 6.6
[Aquilegia coerulea]
ENLPTK- hypothetical protein AQUCO_05500003v1
2 DQISPYFR 1707871 [Aquilegia coerulea] 6,65
IDWKET- hypothetical protein AQUCO_03000169v1
3 PEAHVFK 1599,808 [Aquilegia coerulea] 5,26
LAICQVVG- hypothetical protein AQUCO_00300193v1
4 DDLLMSNPK 1872,956 [Aquilegia coerulea] 3,94
LPENA- hypothetical protein AQUCO_03000169v1
S KVDEVK 1241,664 [Aquilegia coerulea] 4,57
PICESLNILE- hypothetical protein AQUCO_05500003v1
6 YIDEIWPHNR 2511221 [Aquilegia coerulea] 4,28
7 SIEISG 605,3133 hypothetical protein AQUCO_03000169v1 3,64
[Aquilegia coerulea]
8 YDLDEK 800.3825 hypothetical protein AQUCO_00300193v1 3,94

[Aquilegia coerulea]

Tablo 15. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi ile elde

edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PB fraksiyonunun biyoaktif karakteristiklerinin

belirlenmesi.
Peptit . Peptide L A B
No Toksisite Ranker Aktivite Parametresi Parametresi
) .. ACE
1 toksik degil 00,5632 inhibitor 0.134613 -
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2 toksik degil 0,168664 antioksidatif  0.230629 -
3 toksik degil 0,222255 antioksidatif ~ 0.303865 -
. .. ACE 0.017499-
4 toksik degil 0,222255 inhibitér 0.349182 924998687
. .. ACE 0.006993-
5 toksik degil ~ 0,2752 inhibitér 0.0855059 006993007
6 toksik degil 0,206773 antioksidatif ~ 0.521679
) .. ACE 1.9607843-
7 toksik degil  0,34829 inhibitsr 0.120602 137955E-5
) .. ACE 0.0004590-
8 toksik degil 0,120965 inhibitsr 0.557286 1037363444

PB fraksiyonunda biyoaktif olma ihtimali (PeptideRanker degeri) > %50 olan 2 peptit
bulunmustur (PICESLNILEYIDEIWPHNR ve YDLDFK).

Tablo 16. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi ile elde

edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PC fraksiyonunun fizikokimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesi.
Fraksiyon PC
. Molekiiler
Peptit Sekans Agirhik Protein Kaynagi pl
No
(g/mol)
ﬁlc(;:lli_lll_l ,IAD[IS}:/IS RNA polimeraz beta
1 3994,926 (kloroplast) 4,8
GDQMAVHI- [Nigella damascena]
PLSLEAQAEAR g
RNA polimeraz beta
ELGEEGP-
2 ADNEWEDR 1745,717 _ (kloroplast) 3,72
[Nigella damascena]
RNA polimeraz beta
3  GLFEYEIQSWK 13996711 (Kloroplash) 4,54
[Nigella damascena]
PTPGEL- RNA polimeraz beta
4 VMCQEK 1388,6486 (kloroplast) 4,54

[Nigella damascena]
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RNA polimeraz beta
(kloroplast)
[Nigella damascena]

5 RVDYSGR 852,4402 91

Tablo 17. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi ile elde

edilmis aktif ¢érek otu peptitlerine ait PC fraksiyonunun biyoaktif karakteristiklerinin

belirlenmesi.
Fraksiyon PC
Peptit . Peptide . A B
No Toksisite Ranker Aktivite Parametresi Parametresi
1 OksK G 040503 antioksidatif  0.0556 ;
degil
o 0Kk 9109454 antioksidatif  0.0667 i
degil
g toksik 4400953  ACE 04545  0.034362245010862
degil inhibitor
4 KK 918156 antioksidatif  0.0833 ;
degil
5 t0k§!k 0,221694 ACE 0.4286 0.0014900210084034
degil inhibitor

PC fraksiyonunda biyoaktif olma ihtimali (PeptideRanker degeri) > %50 olan higbir peptit

bulunamamuistir.

Bu degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin icinde hem aktif, hem de aktif
olmayan peptitlerin bulundugu anlagiimistir. Mooney vd. (2012) referansina gore
(PeptideRanker) peptitlerin muhtemel biyoaktiviteleri siralanmigtir. Bunun yaninda,
Minkiewicz vd. (2008) referansina gére, peptitlerin (eger varsa) antioksidatif inhibisyon
potansiyelleri incelenmistir. Bu baglamda hem in vitro antioksidatif aktivitesi bulgulanan,
hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce dogrulanan 1 érnek peptidin asetilkolinesteraz
(AChE) inhibisyon mekanizmasi incelenmigtir (Trabuco vd. 2012 — PepSite2). Bu
baglamda asagidaki Sekil 46 ve Tablo 18de s6z konusu inhibitor peptitlerin AChEile
etkilesim mekanizmasi incelenmis ve bu inhibitérlerin AChE’nin hangi amino asitleri ile

etkilesebilecegi 6zetlenmigtir.
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In vitro antioksidatif analizler ve AChE analizleri ayni fraksiyonlarla yurGtulduga igin

burada goézlenen en etkin peptitlerden biri ile AChE etkilesimleri de incelenmistir.

Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value).

rank p-value N

Each row from the table above is colored according to statistical significance (p-value)
following the color scale below (red = highly significant; yellow = moderately significant;
white = not significant).

e

Sekil 46. PB fraksiyonu peptitleri arasinda Peptide Ranker degeri en ylksek olan
YDLDFK peptidinin AChE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Solda enzim ve inhibitér
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birlikte gosterilirken, sagdaki goérintide etkilesim odakli % 200 blyutme (“zoom”)

uygulanmistir. En muhtemel model (Model 1) kullaniimistir.

Tablo 18. YDLDFK peptidinin AChE ile etkilesiminin gergeklestigi baslica amino asitlerin

listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullaniimisgtir.

Sekans  Aktif Amino Asitler p-Degeri AChE iizerinde Baglanilan Amino Asitler

Tyr72, Asp74, Gly82, Trp86,
0.0005206 Tyrl24, Trp286, Phe297, Tyr337,
Phe338, Tyr341, Tyrd39, Met443

Tyr-1 Leu-3 Asp-4

YDLDFK Phe-5 Lys-6

Dolayisiyla en muhtemel modele gbére 6 amino asitten olusan YDLDFK peptidi, AChE
Uzerinde 12 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep
olabilmektedir. Modelin etkinligini goéstermek icin AChE’nin toplamda 614 amino asit

uzunlugunda oldugu da belirtiimelidir.
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4.3 Findik proteinlerinin pepsin, bromelain ve papain muameleleri ile ilgili cahismalar

4.3.1. ACE onleyici aktivite testi
Hippiirik asit (Sigma, 68069-50 mg) standart1 0,1-1000 nM konsantrasyonlarinda hazirlanarak
HA kalibrasyon grafigi kullanilarak kantitatif ACE inhibisyonu da hesaplanmustir.

Sekil 47°de negatif kontrol, pozitif kontrol ve fraksiyonlardan birine ait kromotogram
goriintiisti verilmistir. Analiz siiresi 15 dakika olarak belirlenmistir. HA 4-4.5 dakikalar
arasinda, HHL 5-5.5 dakikalar arasinda sinyal vermistir. Negatif kontrolde hi¢bir inhibit6r
olmadig1 i¢in en yliksek HA alanina sahiptir ve bu alan %100 kabul edilir. Pozitif kontrolde HA
alaninda azalma oldugu ve peptit fraksiyonun da pozitif kontrole benzer sekilde HA alaninda

azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

A 38
— . A
-
00 o 20 30 40 o 60 7o 80 90 do 1o 120 130 0 0 6.0 170 18.0 150 e
w HHL - =
son] N —Negatif kontrol
: | —— Peptit fraksiyonu (PEF3)
] ‘ ——Pozitif kontrol (Kaptopril)

0 10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 1o 120 130 1o 5.0 6.0 170 180 190 o
Sekil 47. Negatif ve pozitif kontrole gore peptit fraksiyonu HA alani

Sekil 48’de papain ile elde edilen findik proteini hidrolizat1 fraksiyonlarinin HA alanlarina ait
kromotogram goriintiisii verilmistir. Fraksiyonlarin negatif kontrole gore farkli oranlarda HA

alaninda azalmaya neden oldugu goriilmiistir.
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Sekil 48. Papain ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarinin HA alanlari

Tablo 19°da papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%ACE inhibisyon aktivitesi degerleri verilmistir. Hidrolizatin ve out tamaminin en yiiksek

%ACE inhibisyon aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi

sirastyla PAF3, PAF8 ve PAF2 gostermektedir (Sekil 48).

Tablo 19. Papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %ACE

inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %ACE Inhibisyon Aktivitesi

Papain hidrolizati 98,62+0,18
PA out tamami 93,13+0,09
PA out fraksiyonu 47,23+0,20
PAF2 21,88+0,09
PAF3 23,63+0,08
PAF4 18,52+0,04
PAF5 6,75+0,01
PAF6 0,53+0,01
PAF7 15,86+0,12
PAF8 22,34+0,01
PAF9 21,05+0,00
PAF10 4,81+0,00
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Sekil 49. Papain ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarin % ACE inhibisyon

aktivite degerleri

Sekil 50’de bromelain ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarinin HA alanlarina
ait kromotogram goriintiisii verilmistir. Fraksiyonlarin negatif kontrole gore farkli oranlarda

HA alaninda azalmaya neden oldugu goriilmiistir.
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Sekil 50. Bromelain ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarinin HA alanlarinin

kiyaslanmasi.
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Tablo 20’de bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%ACE inhibisyon aktivitesi degerleri verilmistir. Hidrolizatin ve out tamaminin en yiiksek
%ACE inhibisyon aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi
sirasiyla BRF3, BRF2 ve BRF9 gostermektedir (Sekil 1).

Tablo 20. Bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizat1 ve fraksiyonlarina ait ortalama
%ACE inhibe edici aktivite degerleri

Ornek Ortalama %ACE Inhibisyon Aktivitesi

Bromelain hidrolizati 86,98+0,13
BR out tamami 63,00+£0,31
BR out fraksiyonu 48,24+0,01
BRF2 29,88+0,03
BRF3 30,04+0,05
BRF4 11,69+0,01
BRF5 2,66+0,00
BRF6 1,9540,01
BRF7 9,54+0,00
BRF8 27,5340,01
BRF9 29,64+0,12
BRF10 18,25+0,01
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% ACE INHIBiSYON AKTIiVITESI
N
[6;]
1

BRF2 BRF3 BRF4 BRF5 BRF6 BRF7 BRF8 BRF9 BRF10

BROMELAIN HIDROLIZATINA AiT FRAKSiYONLAR

Sekil 51. Bromelain ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarinin % ACE

inhibisyon aktivitesi degerleri

Sekil 52°de pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarinin HA alanlarina ait
kromotogram goriintiisli verilmistir. Fraksiyonlarin negatif kontrole gore farkli oranlarda HA

alaninda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 52. Pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizat1 fraksiyonlarinin HA alanlari
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Tablo 21’de pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%ACE inhibisyon aktivitesi degerleri verilmistir. Hidrolizatin ve out tamaminin en yiiksek
%ACE inhibisyon aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi
sirasiyla PEF3, PEFS ve PEF6 gostermektedir (Sekil 53).

Tablo 21. Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %ACE

inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %ACE Inhibisyon Aktivitesi

Pepsin hidrolizati 98,47+0,11
PE out tamamu 96,42+0,08
PE out fraksiyonu 85,36+0,21
PEF2 28,79+0,07
PEF3 40,97+0,60
PEF4 15,77+0,15
PEFS 33,95+1,52
PEF6 32,52+0,00
PEF7 21,45+0,07
PEF8 25,81+0,17
PEF9 28,74+0,10
PEF10 31,18+0,06
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Sekil 53. Pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarinin % ACE inhibisyon

aktivitesi degerleri

ACE inhibisyon aktivitesi gosteren peptitlerin sentetik bir ACE inhibitorii olan kaptoprile gore
kiyaslanmas1 acisindan kaptopril farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak g¢alisilmistir (Tablo
22). Sekil 54 iizerinde kaptoprile ait kromotogram goriintiisiinde kaptopril konsantrasyonun

artmastyla HA alaninin da azaldig1 gortilmektedir.

Tablo 22. Kaptoprile ait ortalama %ACE inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %ACE Inhibisyon Aktivitesi

Kaptopril 1 nM 68,93+1,19
Kaptopril 5 nM 81,20+0,40
Kaptopril 10 nM 84,56+1,84
Kaptopril 25 nM 92,92+0,03
Kaptopril 50 nM 92,48+0,55
Kaptopril 100 nM 90,00+0,27
Kaptopril 2000 nM 95,23+0,12
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Sekil 54. Kaptopril (pozitif kontrol) i¢in farkli konsantrasyonlardaki hippiirik asit alanlari

Yapilan ¢alismada ti¢ farkli enzimle elde edilen hidrolizatlardan, en yliksek aktivitenin
hidrolizatlara ve out kismina ait oldugu goriilmiistiir. Papain, bromelain, pepsin ile elde edilen
findik proteini hidrolizatlarinin ve out kisminin kromotogram goriintiileri Sekil 55 ve 56°da
verilmistir. Bunun nedeninin hidrolizat ve out kisminin peptit konsantrasyonu ve ¢esitliligi
acisindan fraksiyonlara gore yliksek olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
i¢c hidrolizat ve out kisimlar1 fraksiyonlardan ayr1 olarak degerlendirilmelidir. Papain,
bromelain, pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizatlar1 ve fraksiyonlamadaki out

kisminin % ACE inhibisyon aktivitesi degerleri Sekil 57°de gosterilmistir.
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Sekil 55. Papain, bromelain, pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizatt out

fraksiyonlarinin HA alanlari
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Sekil 56. Papain, bromelain, pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizatlar1 ve negatif

kontroliin HA alanlari.
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Sekil 57. Papain, bromelain, pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizatlar1 ve

fraksiyonlamadaki out kisminin %ACE inhibisyon aktivitesi degerleri

Literatiirde bulunan ACE inhibitor aktivitesi gosteren peptitlerle ve pozitif kontrol olan
kaptopril ile kargilastirmak amaciyla en yiiksek %ACE inhibisyon aktivitesi gésteren peptitler
icin ICsp ¢alismasi yapilmistir. Farkli miktarlarda peptit konsantrasyonuna sahip fraksiyonlar
icin dort farkli oranda peptit konsantrasyonu hazirlanarak %ACE inhibisyon aktivitesi

hesaplanmustir.

Kaptopril i¢in ICso grafigi Sekil 58’de gosterilmistir. Calismada kaptoril i¢in ICso degeri 0.048
pg/ml (0.22 nM) olarak hesaplanmustir. Literatiirdeki ¢aligsmalarda kaptopril ICso degeri 0.016
uM (Garza, vd., 2017), 0.022 uM (Li, vd., 2005) olarak bulunmustur.
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Sekil 58. Pozitif kontrol Kaptopril i¢in ICsp grafigi

Ik gelistirilen sentetik ilag olan kaptopril, oral olarak aktif anjiyotensin déniistiiriicii enzim
inhibitorlerinin prototipi olarak kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir gelismeyi
temsil etmistir. Bu siiregleri inhibe ederek, kaptopril, enalapril, alacepril, lisinopril ve ramipril
gibi sentetik ACE inhibitorleri, insanlarda hipertansiyon ve kalp yetmezliginin etkili klinik
tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Boye, vd., 2010). Bununla birlikte, bu sentetik
ilaglarin ishal, oksiiriik, alerji, tat bozukluklari, deri dokiintiileri, bobrek fonksiyon bozuklugu
ve bazi durumlarda hipotansiyon gibi ¢esitli yan etkileri vardir (Tenenbaum, vd., 2000). Bu
nedenle, dogal ACE inhibitorlerinin sentetik olanlara alternatif olarak arastirilmasi, bunlarin
farmasotik olarak giivenli ve ekonomik olarak kullanilmasi 6nemli bir aragtirma alanidir. Bu
nedenle, alternatif ilaglar olarak daha gilivenli dogal gida kaynaklarindan yeni ACE
inhibitorlerinin arastirilmasi biiyiik aragtirma ilgisini ¢cekmektedir. ACE-inhibitor aktivitesinin
etkinligi sentetik ilaglarinki kadar yiiksek olmasa da farkli gida proteinlerinden izole edilen
bircok dogal ACE-inhibitor peptit, hipertansiyonun 6nlenmesinde ve hafif hipertansif bireylerin
ilk tedavisinde uygulanabilir (Li, vd., 2008). ACE-inhibitorii biyoaktivitesinin arastirilmasi,
biyoaktif peptitlerin literatiiriinde en sik calisilan alanlardan biridir (Lee, vd., 2017). Bitki

ozleri, gidadan tiiretilen ACE-inhibitor peptitler sentetik ilaclara alternatif olarak kullanilmistir
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ve biyoaktif peptitlerin en iyi bilinen sinifi olarak kabul edilmektedir (Jimsheena ve Gowda,
2011).

Calismada, sirasiyla en yliksek % ACE inhibisyon aktivitesi gosteren PEF3, BRF3, PAFS ve
PEF3 fraksiyonlar1 i¢in ICsg grafikleri gosterilmis ve kiyaslanmistir (Sekil 59-63). PAF8
fraksiyonu icin ICso degeri 6.05 pg/ml, BRF3 fraksiyonu i¢in ICso degeri 20.79 pg/ml, PEF6
fraksiyonu i¢in ICso degeri 1.97 pg/ml, PEF3 fraksiyonu i¢in ICso degeri 27.42 ng/ml olarak
hesaplanmustir (Sekil 21). Bitkisel kaynakli proteinlere enzim uygulamasiyla olusan ve
sekanslar1 belirlenen literatiirdeki calismalarla benzer ICso degerleri bulunmustur. Ceviz
proteinlerine proteaz muamelesi ile elde edilen WPERPPQIP peptit sekansinda ICso degeri
25.67 pg/ml olarak bulunmustur (Liu, vd., 2013). Kanola proteinleri ile yapilan ¢alismada
alkalaz ile muamele sonucu elde dilen FL sekansina sahip peptide ait ICso degeri 1.33 uM olarak
bulunmustur (Wu ve Aluko, 2008). Kudret nar1 tohumu proteinine termolisin muamelesi
sonucu olusan VSGARY sekansina sahip peptide ait ICso degeri 8.64 uM olarak bulunmustur
(Priyanto, vd., 2015). Calismanin sonuglart literatiirdeki bitkisel kaynakli peptitler ile benzer
sonuclar gdstermektedir. Calismada {i¢ enzim ile {iretilen hidrolizatlardan farkli peptitlerin
olusmasindaki en biiyiik neden enzimlerin yapisal ve islevsel farkliligindan kaynaklanmaktadir.
Kullanilan enzimden bagimsiz olarak, sicaklik, hidroliz siiresi ve enzim/protein orani, ACE-
inhibitor aktivitesine sahip peptit liretiminde Onemli faktorler olarak kabul edilmektedir
(Cheung, vd., 2009; Priyanto, vd., 2015; Garcia, vd., 2015; Chiang, vd., 2006). Proteolitik
enzimin substrata 6zgiilliigii nedeniyle, hidrolizatlarin peptit bilesimi ve dolayisiyla ACE

inhibitor aktiviteleri degismektedir (He, Liu ve Ma, 2013; VVan der Ven, vd., 2002).

ACE-inhibitor peptitler genellikle kisa zincirli oldugundan, enzimlerin yiiksek bir hidroliz
derecesi olmalidir (De Gobba, Tompa ve Otte, 2014; Espejo-Carpio, vd., 2013). Calismada

papain, bromelain ve pepsin farkli 6zellikler gostermektedir.
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Sekil 59. PAFS fraksiyonu i¢in ICsp grafigi
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Sekil 60. PEF3 fraksiyonu i¢in ICso grafigi
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Sekil 61. PEF6 fraksiyonu i¢in ICso grafigi
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Sekil 62. BRF3 fraksiyonu icin ICsp grafigi
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Sekil 63. En yiiksek ACE-onleyici aktiviteye sahip fraksiyonlar

4.3.2. DPP-1V onleyici aktivite testi

Pozitif kontrol olan Diprotin A’dan 1-2000 uM arasinda konsantrasyonlarda hazirlanarak 1Cso
degeri hesaplanmistir (Sekil 64). Diprotin A i¢in ICso degeri 28.59 uM olarak bulunmustur.
Literatiirdeki benzer ¢aligmalarda ton balig1 pisirme suyu hidrolizatlar1 peptitlerinde Diprotin
A icin ICso degeri 24.7 uM (Huang, vd., 2012), siit proteinleri peptitlerinde Diprotin A i¢in ICso
degeri 8.49 uM (Nongonierma, vd., 2013) ve 3.5 uM (Jia, vd., 2020) olarak bulunmustur.
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Sekil 64. Pozitif kontrol olan Diprotin A i¢in ICsp grafigi

Tablo 23 {izerinde papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizat1 ve fraksiyonlarina ait ortalama
%DPP4 inhibisyon aktivitesi degerleri verilmistir. Hidrolizatin aktivite gostermedigi ve out
kisminin diisiik aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Fraksiyonlarin ise degisen oranlarda %DPP4

inhibisyon aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi

sirastyla PAF2, PAF9 ve PAF10 gostermektedir (Sekil 65).

Tablo 23. Papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama

%DPP4 inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %DPP4 Inhibisyon Aktivitesi

Papain hidrolizat: -
PA out tamami 3,37+0,45
PA out fraksiyonu 3,854+2,04
PAF2 16,05+1,59
PAF3 10,27+5,22
PAF4 2,89+4,79
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PAF5 2,73+1,36
PAF6 5,78+1,13
PAF7 9,47+0,45
PAF8 12,84+0,23
PAF9 14,61+3,63
PAF10 13,80+1,59
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PAPAIN HIDROLIZATINA AiT FRAKSiYONLAR

Sekil 65. Papain ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarinin % DPP4 inhibisyon

aktivite degerleri.

Tablo 24 {izerinde bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizat1 ve fraksiyonlarina ait
ortalama %DPP4 inhibisyon aktivitesi degerleri verilmistir. BRF3 fraksiyonunun aktivite
gostermedigi ve out kisminin diigiik aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Fraksiyonlarin ise degisen
oranlarda %DPP4 inhibisyon aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek
aktiviteyi sirasiyla BRF9, BRF10 ve BRF8 gostermektedir (Sekil 66).

145



Tablo 24. Bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizat1 ve fraksiyonlarina ait ortalama

%DPP4 inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %DPP4 inhibisyon Aktivitesi

Bromelain hidrolizat 3,37+4,09
BR out tamami 5,30+2,27
BR out fraksiyonu 0,48+0
BRF2 10,9149,30
BRF3 -
BRF4 4,50+1,13
BRF5 4,33+0,91
BRF6 5,1443,86
BRF7 9,95+1,59
BRF8 11,56+0,68
BRF9 17,01+10,67
BRF10 16,21+0,91
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Sekil 66. Bromelain ile elde edilen findik proteini hidrolizat1 fraksiyonlarinin % DPP4
inhibisyon aktivite degerleri
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Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %DPP4
inhibisyon aktivitesi degerleri Tablo 25 {izerinden incelenebilmektedir. Fraksiyonlarin tamami
degisen oranlarda %DPP4 inhibisyon aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan

en yiiksek aktiviteyi sirasiyla PEF10, PEF9 ve PEF3 gostermektedir (Sekil 67).

Tablo 25. Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama

%DPP4 inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %DPPH Siipiirme Aktivitesi

Pepsin hidrolizati 33,39+0,30
PE out tamami 22,04+0,31
PE out fraksiyonu 17,54+0,21
PEF2 25,57+0,34
PEF3 22,97+0,26
PEF4 24,17+0,30
PEFS 22,38+0,33
PEF6 42,75+0,68
PEF7 21,77+0,36
PEF8 35,46+0,55
PEF9 37,19+0,38
PEF10 55,80+0,60
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Sekil 67. Pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizat1 fraksiyonlarinin % DPP4 inhibisyon

aktivite degerleri

Calismada, sirasiyla en yiiksek %DPP4 inhibisyon aktivitesi gosteren PAF2, BRF10, PEF10
fraksiyonlaridir. PAF2 ve BRF10 fraksiyonlar1 i¢in ICsg grafikleri gosterilmistir (Sekil 68-70).
PAF2 fraksiyonu i¢in ICso degeri 5.58 pg/ml, BRF9 fraksiyonu igin ICso degeri 0.07 pg/ml
olarak hesaplanmistir. Literatiirdeki calismalarda aci1 bakla proteininden elde edilen
LTFPGSAED peptit sekansinin ICsp degeri 207.5 uM (Lammi, vd.,2018), fastilye proteininden
elde edilen KTYGL peptit sekansinin ICsp degeri 59.3 uM (Mojica, vd., 2017), bugday
gliiteninden elde edilen QPF sekansli peptide ait ICso degeri 71.7 uM (Taga, vd., 2017) olarak

bulunmustur.

Ton balig1 pisirme suyu hidrolizatlarinda 78 ile 116 uM arasinda ICsg degerlerine sahip ii¢ DPP-
IV inhibe edici peptit tanimlanmistir (Huang, vd., 2012). Bu peptitler, boyutlar1 iki ila bes
amino asit arasinda degisen, tercih edilen DPP-IV inhibe edici peptitlerden ¢ok daha uzun olan
13-15 amino asit kalintis1 igermektedir. Bu bulgular, DPP-1V inhibe edici aktivitenin
uzunluklarima ek olarak amino asitlerin bilesimine ve dizisine bagli olabilecegini 6ne
stirmelerini saglamistir. Lacroix ve Li-Chan (2012) ayrica, yliksek molekiil agirlikli peptidlerde

goriinen DPP-IV inhibitdr aktivitesinin, sentetik substrat ve DPP-IV kombinasyonuna rekabet¢i
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bir sekilde miidahale etmek igin substrat analoglar1 olarak hareket edebilen DPP-IV substrat

benzeri yapisal 6zelliklerine atfedilebilecegini gostermistir.
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149



IC5, DEGERLERI
307 28,59

25

20

pg/mi

15

10

0,07

1
Diprotin A PAF2 BRF9

Sekil 70. En yiiksek DPP4-6nleyici aktiviteye sahip fraksiyonlarin aktivitelerinin kiyaslanmasi.

4.3.3. Antioksidatif aktivite testleri

4.3.3.1. DPPH yontemi

Tablo 26°da papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarna ait ortalama
%DPPH siipiirme aktivitesi aktivitesi degerleri verilmistir. PAF9 fraksiyonunun aktivite
gostermedigi goriilmiistiir. Fraksiyonlarin ise degisen oranlarda %DPPH siiplirme aktivitesine
sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi sirasiyla PAF9, PAF8 ve PAF7
gostermektedir. Pozitif kontrol olan troloks igin ICso 0,64 mg/ml ve BHT igin ICs 0,06 mg/ml

olarak bulunmustur.

Tablo 26. Papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati1 ve fraksiyonlarina ait ortalama %

DPPH siipilirme aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %DPPH Siipiirme Aktivitesi

Papain hidrolizati 17,29+0,41
PA out tamami 6,26+0,23
PA out fraksiyonu 1,56+0,08
PAF2 0,63+0,05
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PAF3 3,32+0,11
PAF4 6,83+0,27
PAFS5 7,88+0,2
PAF6 6,41+0,19
PAF7 36,07+0,64
PAF8 42,91+0,81
PAF9 44,43+0,86
PAF10 31,67+0,33

Tablo 27°de bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%DPPH siliplirme aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlarin tamami degisen oranlarda
%DPPH siipiirme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yliksek aktiviteyi

sirastyla BRF8, BRF2 ve BRF10 gistermektedir.

Tablo 27. Bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama

%DPPH siiptirme aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %DPPH Siipiirme Aktivitesi

Bromelain hidrolizati 16,14+0,48
BR out tamami 45,18+0,51
BR out fraksiyonu 44.69+0,73
BRF2 51,39+0,48
BRF3 21,63+0,36
BRF4 29,32+0,46
BRF5 17,87+0,28
BRF6 26,97+0,34
BRF7 34,83+0,3
BRF8 51,98+0,67
BRF9 41,17+0,27
BRF10 45,01+0,36

Tablo 28°de pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarna ait ortalama

%DPPH siipiirme aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlarin tamami degisen oranlarda
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%DPPH siipiirme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi
sirastyla PEF10, PEF6 ve PEF9 gostermektedir.

Tablo 28. Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama

%DPP4 inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %DPPH Siipiirme Aktivitesi

Pepsin hidrolizati 33,39+0,3
PE out tamami 22,04+0,31
PE out fraksiyonu 17,54+0,210,34
PEF2 25,57+0,26
PEF3 22,97+0,3
PEF4 24,17+0,33
PEF5 22,38+0,68
PEF6 42,75+0,36
PEF7 21,77+0,55
PEF8 35,46+0,38
PEF9 37,19+0,6
PEF10 55,80+

Cesitli caligmalar, peptitlerin antioksidan aktivitesinin molekiiler agirlik dagilimlarina
bagimliligini (Pefa - Ramos, vd., 2004) ve yiiksek derecede hidroliz ve diisiik molekiiler
agirhgim DPPH radikal siipiirme aktivitesi ile korelasyonunu bildirmistir (Raghavan ve
Kristinsson, 2008; Bougatef, vd., 2009; Liu, vd., 2010; Udenigwe ve Aluko, 2011). Bunun
tersine, molekiiler agirhg <10 kDa olan arpa gluten hidrolizat fraksiyonlari, 10 mg/ml
konsantrasyonda %61,9'luk DPPH radikal temizleme aktivitesi sergilemistir; bu, daha yiiksek
molekiiler agirliga sahip peptitlerin, daha diisiik molekiiler agirlikli peptitlerden ¢ok daha
yiikksek DPPH siipiirme aktivitesi gosterdigini diisiindiirmektedir (Xia, vd., 2012).

4.3.3.2. Demir selasyon aktivitesi testi
Tablo 29’da papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizat1 ve fraksiyonlarina ait ortalama
%demir selasyon aktivitesi degerleri verilmistir. Hidrolizatin out fraksiyonunun aktivite

gostermedigi goriismiistiir. Fraksiyonlarin ise degisen oranlarda %demir selasyon aktivitesine
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sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi sirasiyla PAF3, PAF5 ve PAF2
gostermektedir (Sekil 71). Pozitif kontrol olan EDTA ig¢in ICso 0,06 mg/ml olarak bulunmustur.

Tablo 29. Papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama demir

selasyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %Demir Selasyon Aktivitesi

Papain hidrolizati 53,18+0,001
PA out tamam 0,13+0,002
PA out fraksiyonu 3,1040,002
PAF2 49,28+0,002
PAF3 77,05+0,003
PAF4 41,59+0,001
PAF5 75,050,001
PAF6 41,69+0,001
PAF7 31,77+0,001
PAF8 21,51£0,002
PAF9 12,92+0,001
PAF10 10,31+0,003
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PAPAIN HIDROLIZATINA AiT FRAKSiYONLAR

Sekil 71. Papain ile elde edilen findik proteini hidrolizat1 fraksiyonlarinin % demir selasyon

aktivitesi.

Tablo 30°da bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%demir selasyon aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlardan 5 tanesinin ve hidrolizatin
aktivite gostermedigi goriilmiistiir. Fraksiyonlarin ise degisen oranlarda %demir selasyon
aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yliksek aktiviteyi sirasiyla BRF6,
BRF7 ve BRFS5 gostermektedir (Sekil 72).

Tablo 30. Bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama

%demir selasyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %Demir Selasyon Aktivitesi

Bromelain hidrolizati -

BR out tamami -

BR out fraksiyonu -
BRF2 -
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BRF3 -
BRF4 12,13+0,001
BRF5 41,21+0,001
BRF6 36,95+0,001
BRF7 11,410,002
BRF8 44,36+0,001
BRF9 8,260,001
BRF10 8,56+0,002
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BROMELAIN HIDROLIZATINA AIiT FRAKSIYONLAR

Sekil 72. Bromelain ile elde edilen findik proteini hidrolizati fraksiyonlarinin % demir selasyon
aktivitesi.

Tablo 31’de pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%demir selasyon aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlardan 3 tanesinin ve hidrolizatin
aktivite gostermedigi goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi sirastyla PEF6, PEF5
ve PEF4 gostermektedir (Sekil 73).
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Tablo 31. Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama

%demir selasyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %Demir Selasyon Aktivitesi

Pepsin hidrolizati -

PE out tamamu 25,38+0,578
PE out fraksiyonu -
PEF2 0,38+0,002
PEF3 -
PEF4 56,97+0,001
PEF5 65,59+0,001
PEF6 77,28+0,001
PEF7 51,26+0,001
PEF8 -
PEF9 28,74+0,001
PEF10 15,13+0,002

Pepsin hidrolizati -

PE out tamami 25,38+0,578
PE out fraksiyonu -
PEF2 0,38+0,002
PEF3 -
PEF4 56,97+0,001
PEF5 65,59+0,001
PEF6 77,28+0,001
PEF7 51,26+0,001
PEF8 -
PEF9 28,74+0,001
PEF10 15,13+0,002
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Sekil 73. Pepsin ile elde edilen findik proteini hidrolizat1 fraksiyonlarinin % demir selasyon
aktivitesi
N terminalinde yiiksek bir histidin i¢erigine ve daha kisa uzunluga sahip peptitlerin en yiiksek

metal iyonu selatlama aktivitesini sergiledigi gosterilmistir. (Torres-Fuentes, vd., 2011).

4.3.3.3. FRAP yontemi

Tablo 32-34’de papain, pepsin ve bromelain enzimleri ile elde edilen findik hidrolizati ve
fraksiyonlarina ait ortalama % demir (111) iyonu indirgeyici aktivite degerleri verilmistir. Papain

fraksiyonlarindan en yiiksek aktiviteyi sirasiyla PAF4, PAFS ve PAF3 gostermektedir.

Bu sonuglar, bu ¢aligmada papain, bromelain ve pepsin enzimi ile proteolitik sindirim yoluyla
iiretilen findik proteini hidrolizatinin ve fraksiyonlarinin, bir elektron vericisi olarak islev
gorebilen ve daha dnceki birkag ¢alisma ile uyumlu olarak stabil {iriinler olugturmak i¢in serbest
radikallerle reaksiyona girebilen peptitler veya amino asitler icerdigini gostermektedir (Zhu,
vd., 2006; He, vd., 2013). Belirgin bir sekilde, proteinlerin hidrolizi i¢in kullanilan enzimlerin
ozgilliigiindeki farkliliklar, hidrojen veya elektronlarin verilmesinden sorumlu kalintinin
degisen oranlarina sahip peptitlerin olusumuna yol agabilir. Ornegin, sindirim enzimi pepsin ile

tiretilen karabugday proteininin hidrolizati, indirgeme giicii tayininde olumsuz etkiler
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sergilerken, pankreatin ve pepsin kombinasyonuyla yapilan hidroliz, aktivitenin geri

kazanilmasina yol agmistir (Ma ve Xiong, 2009).

Tablo 32. Papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %

demir (I11) iyonu indirgeyici aktivite degerleri

Ornek Ortalama %Demir (III) iyonu Indirgeme Aktivitesi
Papain hidrolizati 75,47+0,011
PA out tamami 58,60+0,018
PA out fraksiyonu 69,41+0,018
PAF2 19,50+0,008
PAF3 52,47+0,002
PAF4 77,49+0,011
PAF5 62,800,004
PAF6 41,44+0,016
PAF7 15,31+0,011
PAF8 15,58+0,011
PAF9 17,46+0,022
PAF10 11,86+0,008

Bromelain fraksiyonlarindan en yiiksek aktiviteyi sirastyla BRF4, BRF5 ve BRF6
gostermektedir. Fraksiyonlarin degisen oranlarda % demir (III) iyonu indirgeyici aktivitesine

sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 33. Bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %

demir(11) iyonu indirgeyici aktivite degerleri

Ornek Ortalama % Demir (III) iyonu indirgeme Aktivitesi
Bromelain hidrolizati 53,15+0,012
BR out tamami 12,75+0,016
BR out fraksiyonu 69,52+0,009
BRF2 4,41+0,004
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BRF3 12,16+0,016
BRF4 31,76+0,004
BRF5 21,69+0,004
BRF6 17,20+0,004
BRF7 -
BRF8 4,06+0,021
BRF9 16,13+0,014
BRF10 15,86+0,015
Pepsin  fraksiyonlarindan sadece 3 tanesinin aktivite goOstermedigi  gorilmistir.

Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi sirastyla PEF4, PEF3 ve PEF5 gostermektedir.

Tablo 34. Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %

demir(11) iyonu indirgeyici aktivite degerleri

Ornek

Ortalama % Demir (IITI) Iyonu Indirgeme Aktivitesi

Pepsin hidrolizati 52,55+0,007
PE out tamami 56,16+0,018
PE out fraksiyonu 52,12+0,011
PEF2 23,98+0,010
PEF3 47,47+0,21
PEF4 50,19+0,003
PEF5 41,18+0,010
PEF6 31,76+0,004
PEF7 -
PEF8 7,80+0,020
PEF9 -
PEF10 -
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4.3.3.4. Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi

Tablo 35-37’de papain, pepsin ve bromelain enzimleri ile elde edilen findik hidrolizat1 ve
fraksiyonlarina ait ortalama % hidroksil radikali tutma aktivitesi degerleri verilmistir.
Fraksiyonlardan 2 tanesinin aktivite gostermedigi goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek
aktiviteyi sirasiyla PAF3, PAF2 ve PAFS8 gostermektedir. Pozitif kontrol olan troloks i¢in IC50

0,9 mg/ml olarak bulunmustur.

Tablo 35. Papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati1 ve fraksiyonlarina ait ortalama %

hidroksil radikali tutma aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %hidroksil radikali tutma Aktivitesi

Papain hidrolizati -
PA out tamami 15,09+0,006
PA out fraksiyonu 0,93+0,004
PAF2 50,51+0,001
PAF3 59,49+0,002
PAF4 1,48+0,009
PAF5 -
PAF6 15,18+0,003
PAF7 10,27+0,004
PAF8 22,32+0,004
PAF9 21,87+0,001
PAF10 -

Udenigwe ve Aluko (2011), peptitlerdeki hidrofobik amino asit kalintilarinin peptitlerin H20:
stipliriicii 6zellikleri lizerinde pozitif etkilere sahip oldugunu, diger yandan pozitif yiiklii
kalintilarin bir peptidin hidrojen peroksiti siiplirme yetenegini olumsuz etkiledigini one
stirmiislerdir. Ayrica Li ve Li (2013), bir peptidin C-terminal amino asit kalintisinin, bir

peptidin antioksidan aktivitesi i¢in en 6nemli alan oldugunu gostermistir.

Tablo 36’da bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizat1 ve fraksiyonlarina ait ortalama

%hidroksil radikali tutma aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi
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sirastyla. BRF9, BRF4 ve BRF3 gostermektedir. Fraksiyonlardan 4 tanesinin aktivite

gostermedigi goriilmiistiir.

Tablo 36. Bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %

hidroksil radikali tutma aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama % hidroksil radikali tutma Aktivitesi

Bromelain hidrolizati -
BR out tamami -
BR out fraksiyonu -
BRF2 -
BRF3 14,16+0,004
BRF4 14,37+0,001
BRF5 -
BRF6 7,740,001
BRF7 -
BRF8 4,40+0,003
BRF9 24,67+0,002
BRF10 -

Tablo 37°de pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %
hidroksil radikali tutma aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlardan 6 tanesinin aktivite

gostermedigi goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi PEF8 gostermektedir.

Tablo 37. Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %

hidroksil radikali tutma aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama % hidroksil radikali tutma Aktivitesi

Pepsin hidrolizati -

PE out tamami -

PE out fraksiyonu 0,84+0,004
PEF2 -
PEF3 0,12+0,001
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PEF4

7,26+0,004

PEFS

PEF6

PEF7

PEF8

17,83+0,003

PEF9

PEF10

4.3.3.5. ABTS yontemi

Tablo 38-40 tizerinde papain, pepsin ve bromelain enzimleri ile elde edilen findik hidrolizati ve

fraksiyonlarina ait ortalama % ABTS siipiirme aktivitesi degerleri verilmistir. Tablo 38’de

papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %ABTS siipiirme

aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlarin degisen oranlarda %ABTS siiplirme aktivitesine

sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi sirasiyla PAF4, PAF5 ve PAF3

gostermektedir.

Tablo 38. Papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %

ABTS siiptirme aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama % ABTS Siipiirme Aktivitesi

Papain hidrolizat1 77,57+0,009
PA out tamami 57,25+0,013
PA out fraksiyonu 46,72+0,014
PAF2 21,06+0,004
PAF3 28,04+0,008
PAF4 41,96+0,010
PAF5 31,11+0,009
PAF6 20,26+0,005
PAF7 16,88+0,003
PAF8 13,07+0,004
PAF9 14,71+0,001
PAF10 14,55+0,004
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Tablo 39°da bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%ABTS siipiirme aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlarin degisen oranlarda %ABTS
stiplirme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi sirastyla

BRF4, BRF5 ve BRF3 gostermektedir.

Tablo 39. Bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %

ABTS siipiirme aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama % ABTS Siipiirme Aktivitesi

Bromelain hidrolizat1 50,21+0,014
BR out tamami 19,68+0,006
BR out fraksiyonu 32,49+0,013
BRF2 16,40+0,008
BRF3 17,99+0,004
BRF4 24,55:+0,006
BRF5 18,31+0,004
BRF6 14,97+0,005
BRF7 14,13+0,006
BRF8 15,03+0,006
BRF9 14,55+0,006
BRF10 12,22+0,008

Tablo 40 tizerinde pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
% ABTS siiplirme aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlarin degisen oranlarda %ABTS
sliplirme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Fraksiyonlardan en yliksek aktiviteyi sirastyla

PEF4, PEF3 ve PEF2 gostermektedir.

Tablo 40. Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama %

ABTS siipiirme aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama % ABTS Siipiirme Aktivitesi
Pepsin hidrolizati 80,74+0,007
PE out tamami 65,08+0,018
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PE out fraksiyonu 51,64+0,019
PEF2 33,12+0,010
PEF3 46,51+0,019
PEF4 56,98+0,021
PEF5 28,15+0,013
PEF6 19,15+0,008
PEF7 17,83+0,004
PEF8 18,78+0,003
PEF9 18,78+0,004
PEF10 18,31+0,003

4.3.3.6. Superoksit anyon tutma aktivitesi

Tablo 41’de papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati1 ve fraksiyonlarina ait ortalama
%superoksit anyon tutma aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlarmm 8 tanesinin
%superoksit anyon tutma aktivitesi sahip olmadig1 goriilmiistiir. Fraksiyonlardan aktivite EN

yiiksek aktivite gosteren PAF2 fraksiyonudur.

Tablo 41. Papain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama

%superoksit anyon tutma aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %oSuperoksit Anyon Tutma
Aktivitesi
Papain hidrolizati 27,46+0,16
PA out tamami 23,74+0,18
PA out fraksiyonu 12,98+0,23
PAF2 20,41+0,23
PAF3 -
PAF4 -
PAF5 -
PAF6 -
PAF7 -
PAF8 -
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PAF9 -
PAF10 -

Tablo 42’de bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%superoksit anyon tutma aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlardan 6 tanesinin ve
hidrolizatin aktivite gostermedigi gorlilmistiir. Fraksiyonlarin ise degisen oranlarda
%superoksit anyon tutma aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla enzimatik hidroliz
etkinligi arttirma potansiyeli tasimaktadir. Fraksiyonlardan en yiiksek aktiviteyi BRF3

gostermektedir.

Tablo 42. Bromelain enzimi ile elde edilen findik hidrolizat1 ve fraksiyonlarina ait ortalama

%superoksit anyon tutma aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %Superoksit Anyon Tutma
Aktivitesi
Bromelain hidrolizati 18,63+0,19
BR out tamami 10,00+0,22
BR out fraksiyonu 18,09+0,20
BRF2 21,15+0,22
BRF3 23,69+0,21
BRF4 0,14+0,27
BRF5 -
BRF6 -
BRF7 -
BRF8 -
BRF9 -
BRF10 -

Tablo 43 {izerinde pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama
%superoksit anyon tutma aktivitesi degerleri verilmistir. Fraksiyonlarm 8 tanesinin
%superoksit anyon tutma aktivitesi sahip olmadig1 goriilmiistiir. Fraksiyonlardan aktivite EN

yiiksek aktivite gosteren PAF2 fraksiyonudur.
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Tablo 43. Pepsin enzimi ile elde edilen findik hidrolizati ve fraksiyonlarina ait ortalama

%superoksit anyon tutma aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %oSuperoksit Anyon Tutma
Aktivitesi
Pepsin hidrolizati 36,45+0,16
PE out tamamu 17,46+0,21
PE out fraksiyonu 18,74+0,18
PEF2 24,13+0,18
PEF3 40,22+0,60
PEF4 -
PEF5 -
PEF6 -
PEF7 1,530,30
PEF8 3,06+0,32
PEF9 2,73+0,29
PEF10 -

Sekil 74 iizerinde en yliksek %superoksit anyon tutma kapasitesine sahip fraksiyonlar ve pozitif

kontrol olan troloksa ait grafik gdsterilmistir.
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Sekil 74. Troloks ve fraksiyonlara ait %superoksit anyon tutma degerleri

4.3.4 ACE aktif fraksiyonlarin LC/MS-MS analizi ve 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Onceki bdliimlerde tarif edildigi tizere ACE aktivitesi gésteren fraksiyonlar toplanarak uygun
LC/MS-MS analiz teknikleriyle incelenmistir. Bu baglamda elde edilen bazi 6érnek spektrumlar
asagida sunulmaktadir (Sekil 75). Ekibimizin elinde su anda ACE aktif fraksiyonlarda
bulunmus 83 farkl peptit spektrumu bulundugu igin sadece 6rnek bir sunum yapilacaktir.
Analiz tekniginin detaylari da agagida sunulmaktadir. Yontem, DPP-IV aktif fraksiyonlar i¢in de
benzer sekilde uygulanmigtir.
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Sekil 75. PAF-3 fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada érnek olarak
sunulmaktadir. Spektrum LGDYLLEQGL peptitinin iyonizasyonuna karsilik gelmektedir.

LC/MS-MS Analizi sonucunda ilgili veri tabanlari ile kargilastirmalar yapilarak numunelerde
bulunan peptitlerin dizilimleri (sekanslari), molekuler agirliklari belirlenmistir (Tablo 44-46).

Buna ek olarak, literatirde tarif edilen bir dizi in silico analiz teknigi kullanilarak peptitlerin
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fizikokimyasal Ozelliklerinin  ve biyoaktif karakteristiklerinin  belirlenmesi islemleri

tamamlanmistir. Buna gore, analizde kullanilan in silico yontemler asagida siralanmaktadir.

Uygun tekniklerle dizilimleri belirlenen peptitlerin fizikokimyasal 6zellikleri ve biyoaktif
Ozelliklerinin  degerlendiriimesi literatirde bulunan in silico yontemler kullanilarak
yaratilmastar.

Oncelikle peptitlerin izoelektrik noktasi ve toksisite parametreleri Gupta vd. (2013) calismasina
uygun olarak belirlenmigtir.

Peptit dizilimlerinin biyoaktif olma ihtimali, biyoaktivite ¢cesidinden bagimsiz olarak Mooney vd.
(2012) calismasina uygun olarak hesap edilmistir.

Aktif fraksiyonlarin ilgili aktiviteyi spesifik olarak ortaya ¢ikarma potansiyeli ve ilgili inhibisyon
parametreleri Minkiewicz vd. (2008) ¢alismasina uygun olarak belirlenmistir.

Son olarak, biyoaktivitenin gézlendigi ve in silico bulgularla bu gézlemlerin desteklendigi
durumlarda, ilgili peptitlerin ve inhibe ettikleri enzimlerin arasindaki etkilesimler Trabuco vd.
(2012) tarafindan 6ngoruldagu bigcimde belirlenmig ve ilgili gizimler hazirlanmigtir.

Tablo 44-46 lzerinden incelenebilecegi gibi peptitlerin higbirinde toksik etkiler ortaya ¢cikmasi
beklenmemektedir. Buna ek olarak, bazi alerjen proteinlerin de pargalandigi ve muhtemelen
alerjik etkilerinin azalabilecedi anlasiimaktadir. Alerjik olmayan proteinlere iliskin bazi
parcalanmalar da s6z konusudur.

Bunun disinda, genellikle out fraksiyonlari beklendigi tzere daha yuksek pl degerlerine
sahiptir. Yine de bazi istisnalar her iki durum icin de s6z konusudur. Dolayisiyla, hem out
fraksiyonlarda bazik olmayan peptitler gértilmis, hem de sayica az da olsalar out olmayan
fraksiyonlarda bazik peptitler bulunmustur. Bu peptitlerin bazilarinin antimikrobiyal etkiler de
dahil olmak Gzere daha sonra incelenecek bazi yenilik¢i 6zelliklerinin olmasi beklenebilir.

Genel olarak, veri tabani analizlerinin sonuclarindan da anlasilabilecegi gibi, bu peptitlerle ilgili
bir literatir bulunmamaktadir. Buna ek olarak, su asamada elde edilen bazi sinyaller veri
tabanlarinda olan proteinlerle eslesmemigtir. Dolayisiyla bulgularimizin bir kismi yeni protein
ve peptit Urlnlerine isaret etmektedir. Grubumuzun bu baglamda patent bagvurusu hazirhgi
halihazirda devam etmektedir. Bu konu ile ilgili verilerin degerlendiriimesi calismalari da
benzer sekilde surdirilmektedir. ACE aktif fraksiyonlardan analizi tamamlanmis 83 farkl peptit
bulunmaktadir. Bu peptitlerle ilgili degerlendirmeler asagdidaki U¢ tabloda (her biri sirasiyla
pepsin, papain ve bromelain muameleleri ile ilgili olan) 6zetlenmistir.
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Tablo 44. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda peptik ACE aktif findik peptitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin ve biyoaktif karakteristiklerinin

belirlenmesi.
Fraction Sequence Molecular Weight (g/mol) |pl Toxicity Peptide Activity (BIOPEP)
Number Ranker
No
BR-OUT FFFPGPNK 953,21 9,11 Non-Toxin 0,925382 | ACE inhibitor
BR-OUT LSVPNLYVWLCMFY 1748,34 5,84 Non-Toxin 0,917193 | ACE inhibitor
BR-OUT LILVSFSLCLLVLFNGCLG 2024,86 5,82 Non-Toxin 0,912876 | ACE inhibitor
dipeptidyl peptidase IV
4 BR-OUT DWWNAK 818,96 6,19 Non-Toxin 0,812221 |inhibitor
5 BR-OUT FEWVAFK 926,17 6,35 Non-Toxin 0,739452 | ACE inhibitor
6 BR-OUT NSRFPLAG 861,07 10,11 Non-Toxin 0,695255 | ACE inhibitor
7 BR-OUT FPCLRNGIPK 1144,54 9,55 Non-Toxin 0,685234 | ACE inhibitor
8 BR-OUT WMVRHIYFPCLRNG 1792,36 9,55 Non-Toxin 0,671061 | ACE inhibitor
9 BR-OUT VPHWNLNA 950,18 7,1 Non-Toxin 0,567019 | ACE inhibitor
BR-OUT & BRF-
10 2 LYVPHWNLNA 1226,55 7,09 Non-Toxin 0,498095 | ACE inhibitor
11 BR-OUT LQNKFRNSMVG 1293,67 11,01 Non-Toxin 0,428146 | ACE inhibitor
12 BR-OUT ESSGPINLLHK 1194,52 7,1 Non-Toxin 0,378602 | ACE inhibitor
BR-OUT & BRF-
13 2 NQLDENPRHFY 1432,67 5,33 Non-Toxin 0,359851 | ACE inhibitor
14 BRF-5 QIESWDHNDQQFQCAG 1906,21 4,03 Non-Toxin 0,337483 | ACE inhibitor
15 BR-OUT CIRKSWVVRQLVK 1615,21 11,02 Non-Toxin 0,33498 ACE inhibitor
16 BR-OUT FQISREEARRLK 1532,93 10,75 Non-Toxin 0,333562 | ACE inhibitor
17 BRF-2 NNVFSGFDA 970,12 3,8 Non-Toxin 0,318472 | ACE inhibitor
18 BR-Out TLLVFDEVQCGLG 1393,82 3,67 Non-Toxin 0,298879 | ACE inhibitor
19 BR-OUT QQQFGQRRRQQQHSRG 2025,43 12,48 Non-Toxin 0,294031 | ACE inhibitor
20 BR-OUT ELLRFGDREFY 1444,76 4,68 Non-Toxin 0,258676 | ACE inhibitor
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21 BR-OUT DSPVVAVSLLHTNNY 1629,02 5,09 Non-Toxin 0,252972 | ACE inhibitor
22 BR-OUT LPDDVLANA 927,14 3,57 Non-Toxin 0,245785 | ACE inhibitor
BR-OUT & BRF-
23 2 IRALPDDVLA 1082,4 4,21 Non-Toxin 0,228586 | ACE inhibitor
24 BR-OUT ILNSLI 671,93 5,88 Non-Toxin 0,214961 | ACE inhibitor
25 BR-OUT QVLTIPQNFA 1130,46 5,88 Non-Toxin 0,204557 | ACE inhibitor
26 BRF-5 EDRRTDFA 1009,13 4,56 Non-Toxin 0,20263 | ACE inhibitor
27 BR-OUT QVLTIPQNFAVA 1300,7 5,88 Non-Toxin 0,190895 | ACE inhibitor
28 BRF-5 MAISDMPESTG 1138,42 3,67 Non-Toxin 0,186099 | ACE inhibitor
29 BR-OUT VIRRTIEPNGLLLPQY 1882,49 9,1 Non-Toxin 0,166933 | ACE inhibitor
30 BR-Out FQRFTRPDEKQPA 1619,97 9,1 Non-Toxin 0,166096 | ACE inhibitor
31 BR-Out TLLVFDEVQCG 1223,57 3,67 Non-Toxin 0,162137 | ACE inhibitor
32 BR-OUT MINRDENEKLFIVK 1749,27 6,53 Non-Toxin 0,161584 | ACE inhibitor
33 BR-OUT ILNSLIS 759,02 5,88 Non-Toxin 0,151496 | ACE inhibitor
34 BR-Out NSHVREVRGVG 1209,49 9,95 Non-Toxin 0,145148 | ACE inhibitor
35 BRF-5 CPETFEDPQQQSQQG 1721,99 3,58 Non-Toxin 0,141302 | ACE inhibitor
36 BR-Out DSDWLRAVTEQA 1390,63 4,03 Non-Toxin 0,13593 | ACE inhibitor
37 BR-OUT RVQVLENFTK 1233,58 9,1 Non-Toxin 0,129468 | ACE inhibitor
38 BR-OUT TNDNAQISPLA 1143,37 3,8 Non-Toxin 0,127024 | ACE inhibitor
39 BR-OUT VFQDEHFESRVKTEEG 1937,28 4,58 Non-Toxin 0,119598 | ACE inhibitor
40 BR-OUT CRDERQFDEQQRRDG 1938,22 4,87 Non-Toxin 0,117736 | ACE inhibitor
41 BR-OUT VSLLHTNNYA 1131,4 7,09 Non-Toxin 0,108661 | ACE inhibitor
42 BR-OUT NAFQISREEA 1164,37 4,54 Non-Toxin 0,100615 | ACE inhibitor
43 BR-Out TLTHVSNVFY 1180,47 7,09 Non-Toxin 0,0985137 | ACE inhibitor
44 BR-Out NVEVQAPSSVK 1157,44 6,35 Non-Toxin 0,0885316 | ACE inhibitor
45 BRF-2 LEPTNRIEA 1042,28 4,54 Non-Toxin 0,0861929 | ACE inhibitor
46 BR-OUT TEEGRVQVLENFTK 1650,03 4,79 Non-Toxin 0,0756939 | ACE inhibitor
47 BR-OUT RVQVVDDNGNTVFDDELRQG | 2276,7 4,04 Non-Toxin 0,074535 | ACE inhibitor
48 BR-OUT RARVQVVDDNG 1228,48 6,31 Non-Toxin 0,0647287 | ACE inhibitor
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49

| BR-OUT

NSVRESVRVRDSSTDESLA 2107,47

4,79

Non-Toxin

0,058533

ACE inhibitor

Tablo 45. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi ile olusan ACE aktif findik peptitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin ve biyoaktif
karakteristiklerinin belirlenmesi.

. Molecular . .
::3::::: Sequence Weight pl Toxicity :::::re ‘(AI:It(I)VI;?:’)

No (g/mol)

50 PAF 3 & PAF4 | NSMVGNMIFWFFFCILGQPMCVLLYYHDLMNR 3905,22 7,03 Non-Toxin | 0,925937 | ACE inhibitor
51 PAF-OUT SEGFEWVAFK 1199,46 4,54 Non-Toxin | 0,66673 ACE inhibitor
52 PAF-OUT AESEGFEWVAFK 1399,68 4,26 Non-Toxin | 0,497879 | ACE inhibitor
53 PAF 3 ESPLSSDAIFR 1221,47 4,38 Non-Toxin | 0,466547 | ACE inhibitor
54 PAF-OUT QGQQQFGQR 1076,28 10,1 Non-Toxin | 0,422902 | ACE inhibitor
55 PAF 3 LGDYLLEQGL 1120,43 3,67 Non-Toxin | 0,415663 | ACE inhibitor
56 PAF 3 DFDEPGHLAPT 1198,4 4,03 Non-Toxin | 0,405327 | ACE inhibitor
57 PA-2 MGPTFGAMMISGQK 1455,98 9,11 Non-Toxin | 0,400828 | ACE inhibitor
58 PAF2 DENEKLFIVK 1234,56 4,68 Non-Toxin | 0,230645 | ACE inhibitor
59 PAF-OUT ADIYTEQVGR 1151,38 4,38 Non-Toxin | 0,222525 | ACE inhibitor
60 PA- Out STSKDAQALIQSLR 1517,9 9,1 Non-Toxin | 0,215668 | ACE inhibitor
61 PAF2 ESFNVEHGDIIR 1415,7 4,66 Non-Toxin | 0,195203 | ACE inhibitor
62 PA-2 YNYSVIEGGPIGDTLEKISNEIK 2540,18 4,41 Non-Toxin | 0,183816 |ACE inhibitor
63 PA- Out IQVNKENKEFK 1376,74 8,84 Non-Toxin | 0,177555 | ACE inhibitor
64 PAF-OUT INTVNSNTLPVLR 1440,86 10,11 Non-Toxin | 0,163209 | ACE inhibitor
65 PAF-OUT RLQSNQDK 988,18 9,1 Non-Toxin | 0,086066 | ACE inhibitor
66 PAF4 &5 AISDMPESTGTTATTATMPHGGSDLR 2606,2 4,54 Non-Toxin | 0,0457757 | ACE inhibitor
67 PAF-OUT TVDATQSTK 950,13 6,19 Non-Toxin | 0,0405488 | ACE inhibitor
68 PAF-OUT NKTTDVAQSAK 1162,41 8,94 Non-Toxin | 0,0404001 | ACE inhibitor
69 PAF 6 DTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVWTDGLTSLDR 4859,97 3,9 Non-Toxin | 0,0072604 | ACE inhibitor
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Tablo 46. LC/MS-MS analizi ve in silico analizler sonucunda bromelain muamelesi ile olusan ACE aktif findik peptitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin ve
biyoaktif karakteristiklerinin belirlenmesi.

Fraction Mo!ecular .. Peptide .
Number Sequence Weight pl Toxicity Ranker Activity (BIOPEP)

No (g/mol)
Non-

70 PEF3 & PE-2 | FMRWRDRFL 1326,7 11,7 | Toxin 0,935626 | ACE inhibitor
Non-

71 PEF-2 FEDPQQQSQQGQGQGQSQRSEQDRHQKIRY 3603,23 |7,11 |Toxin 0,817196 | ACE inhibitor
Non-

72 PEF-2 FEDPQQQSQQGQRAQGQGAQSQRSEQDRHQKIRHFREGDIIA 4763,69 | 7,27 |Toxin 0,745295 | ACE inhibitor
Non-

73 PEF-2 LDENPRHF 1027,21 |5,33 |Toxin 0,581565 | ACE inhibitor
Non-

74 PEF6 & PE-2 | FGGGTLGHP 842,06 7,1 |Toxin 0,562428 | ACE inhibitor
Non-

75 PEF-2 WNLNAHSVV 1039,29 |7,1 |Toxin 0,200479 | ACE inhibitor
Non-

76 PEF-2 FAVAKRAESEGFE 1440,74 | 4,79 |Toxin 0,188218 | ACE inhibitor
Non- dipeptidyl peptidase IV

77 PEF-4 FEETICS 827,99 3,8 |Toxin 0,165987 | inhibitor
Non-

78 PEF2 - PE-2 |FTANTSLAH 961,16 7,1 | Toxin 0,153651 | ACE inhibitor
Non-

79 PEF-4 YNDGDSPVVAVS 1222,43 | 3,57 |Toxin 0,116679 | ACE inhibitor
Non-

80 PEF5 & PE-2 | SPQTETKASVG 1104,33 | 6,35 |Toxin 0,0970492 | ACE inhibitor
Non-

81 PE-2 MSPQTETKASVG 1235,54 | 6,35 |Toxin 0,0909065 | ACE inhibitor
Non-

82 PEF-2 LNAHSVV 738,94 7,1 | Toxin 0,0776572 | ACE inhibitor
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Non-
‘83 ‘PE—S ‘YVKDRVDEVDHTN ‘1589,86 ‘4,66 ‘Toxin ‘0,0499048‘ACE inhibitor

Bu degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin tamamina yakininda hem aktif, hem de aktif olmayan peptitlerin bulundugu anlasiimistir. Mooney vd.
(2012) referansina gore (Peptide Ranker) peptitlerin muhtemel biyoaktiviteleri siralanmistir. Bunun yaninda, Minkiewicz vd. (2008) referansina gore,
peptitlerin (eger varsa) ACE inhibisyon potansiyelleri incelenmistir. Bu baglamda hem in vitro ACE aktivitesi bulgulanan, hem de bu aktiviteleri in silico
tekniklerce dogrulanan peptitlerin ACE inhibisyon mekanizmasi incelenmistir (Trabuco vd. 2012 — PepSite2). Bu baglamda asagidaki sekil ve tablolarda s6z
konusu inhibitor peptitlerden her bir enzim i¢in en etkin olaninin (en yiksek Peptide Ranker degeri) ACE ile etkilesim mekanizmasi incelenmis ve bu
inhibitérlerin ACE’nin hangi amino asitleri ile etkilesebilecegi 6zetlenmistir.
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Sekil 76. Bromelain muamelesi ile olusturulan peptitler arasinda Peptide Ranker degeri en
yuksek olan FFFPGPNK peptitinin ACE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Solda enzim ve
inhibitor birlikte gosterilirken, sagdaki goruntude etkilesim odakli %200 buyutme (“zoom”)
uygulanmistir. En muhtemel model (Model 1) kullaniimistir.

Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the comreponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value).

rank p-value N
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Tablo 47. FFFPGPNK peptitinin ACE ile etkilesiminin gergeklestigi baslica amino asitlerin
listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.

Sekans Aktif amino | p-degeri ACE lizerinde baglanilan
asitler amino asitler
FFFPGPNK Phe-2 Phe-3 | 4,211 E-5 Trp279, GIn281, His353,
Pro-4 Gly-5 Pro- Ala354, Ser 355, Ala356,
6 Asn-7 His383, Glu384, His 387, Glu
411, Phe457, Phe460, Lys511,
His513, Tyr520, Tyr523

Dolayisiyla en muhtemel modele gore 8 amino asitten olusan FFFPGPNK peptik peptiti,
ACE uzerinde 16 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona
sebep olabilmektedir. Modelin etkinligini gostermek icin ACE’nin toplamda 1306 amino
asit uzunlugunda oldugu da belirtilmelidir.

Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the comeponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value).

rank p-value N

Sekil 77. Papain muamelesi ile olusturulan peptitler arasinda PeptideRanker degeri en
yuksek olan kisa peptitin (< 10 amino asit, SEGFEWVAFK) ACE ile etkilesiminin sematize
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edilmesi. Solda enzim ve inhibitdr birlikte gosterilirken, sagdaki gérunttde etkilesim odakh
%200 buyutme (“zoom”) uygulanmigtir. En muhtemel model (Model 1) kullaniimigtir.

Tablo 48. SEGFEWVAFK peptitinin ACE ile etkilesiminin gergeklestigi baslica amino asitlerin

listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanilimistir.

Sekans Aktif amino p-degeri ACE uzerinde baglanilan
asitler amino asitler

SEGFEWVAFK Phe-4 Trp-6 0.001945 Asn 66, GIn281, His353,
Val-7 Ala-8 Ala354, Ser355, Ala356,
Phe-9 Lys-10 Trp357, His383, Glu384,

His387, Phe391, His410, Glu
411, Phe457, His513, Tyr520,
Tyr523, Pheb27

Dolayisiyla en muhtemel modele gére 10 amino asitten olusan SEGFEWVAFK peptidi,
ACE iizerinde 18 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona
sebep olabilmektedir. Modelin etkinligini gostermek icin ACE’nin toplamda 1306 amino
asit uzunlugunda oldugu da belirtilmelidir.

Onceki tablo ile karsilastirdigimizda baglanti noktalar benzer olmakla birlikte bu
peptidin daha fazla amino asit ile etkilestigi anlagilmaktadir.
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Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the coreponding row from the table below, which
shows the top hes ranked ing to isti i (p-value).

rank p-value N

Sekil 78. Pepsin muamelesi ile hazirlanan peptitler arasinda Peptide Ranker degeri en
yuksek olan FMRWRDRFL peptidinin ACE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Solda enzim
ve inhibitdr birlikte gdsterilirken, sagdaki goértintlide etkilesim odakh %200 buylitme (“zoom”)
uygulanmistir. En muhtemel model (Model 1) kullaniimistir.



Tablo 49. FMRWRDRFL peptitinin ACE ile etkilesiminin gergeklestigi baslica amino asitlerin
listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.

Sekans Aktif amino | p-degeri ACE zerinde baglanilan
asitler amino asitler
FMRWRDRFL Phe-1 Met-2 | 0,0005226 GIn281, His353, His383, His
Arg-3 Trp-4 387, Phe409, His410, Glu 411,
Arg-5 Arg-7 Ala412, lle413, Gly414,
Asp415, Phe457, Lys511,
His513,  Tyr520, Tyr523,
Ser526

Dolayisiyla en muhtemel modele gore 9 amino asitten olusan FMRWRDRFL triptik
peptidi, ACE ilizerinde 17 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede
inhibisyona sebep olabilmektedir. Modelin etkinligini gostermek icin ACE’nin toplamda
1306 amino asit uzunlugunda oldugu da belirtilmelidir.

ilk peptit (FFFPGPNK) ile karsilagtirdigimizda baglanti noktalan benzer olmakla birlikte
bu peptidin daha fazla amino asit ile etkilestigi anlagiimaktadir. Ote yandan, ikinci peptit
(SEGFEWVAFK) ile karsilastirdigimizda peptitlerin uzunluklari benzer olmakla birlikte
ACE uzerinde baglanilan amino asit sayisi FMRWRDRFL i¢in daha yiiksektir. Ancak her
3 durumda baglanilan amino asitler genellikle benzerdir.

Asagidaki tabloda (Tablo 50), pozitif kontrol olarak iyi bilinen bir ACE inhibitori VPP ile
bir kiyaslama yapilmaktadir.

Tablo 50. Mevcut peptitlerin ACE ile etkilesiminin gergeklestigi baglica amino asitlerin
listelenmesi ve bu listelerin VPP peptitine ait liste ile kiyaslanmasi.

Sekans Aktif amino p-degeri ACE iizerinde baglanilan amino
asitler asitler
FFFPGPNK Phe-2 Phe-3 Pro- | 4,211 E-5 Trp279, GIn281, His353, Ala354,
4 Gly-5 Pro-6 Ser 355, Ala356, His383, Glu384,
Asn-7 His 387, Glu 411, Phe457,
Phe460, Lys511, His513, Tyr520,
Tyr523
SEGFEWVAFK Phe-4 Trp-6 Val-7 | 0.001945 Asn 66, GIn281, His353, Ala354,
Ala-8 Phe-9 Lys- Ser355, Ala356, Trp357, His383,
10 Glu384, His387, Phe391, His410,

Glu 411, Phe457, His513, Tyr520,
Tyr523, Phe527

FMRWRDRFL Phe-1 Met-2 Arg- | 0,0005226 GIn281, His353, His383, His 387,
3 Trp-4 Arg-5 Phe409, His410, Glu 411, Ala412,
Arg-7 Ile413, Gly414, Asp415, Phed57,
Lys511, His513, Tyr520, Tyr523,
Ser526
VPP 2.951E-06 GIn281, His353, His383, His387,

His410, Glu411, Ala412, Asp415,
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Phe457, His513, Tyr520, Tyr523,
Ser526, Phe527

Bu durumda VPP peptidinin baglanabilecegi 14 farkli amino asit belirlenmistir. Bu
baglanti noktalarinin tamami 3 peptit ile ortaktir. Benzerlik dereceleri farkli olmakla
birlikte bu peptitlerden en az 1 tanesi s6z konusu 14 baglanti noktasina benzer bir
baglantiya sahiptir. Dolayisiyla baglantilarin higbiri, VPP tripeptidine spesifik degildir.
Mevcut ACE aktif fraksiyonlarda bulunan peptitlerin ve heniiz dizilimi belirlenememis

diger peptitlerin analizleri ile ilgili galigmalar halen siirdiiriilmektedir.

4.3.5. Gida uygulamalari ve iiriin analizleri

4.3.5.1. Uriinlerin fabrika analizleri

Duyusal Analizler

Renk analizi Minolta renk tayin cihazi ile yapilmigtir. Findiga ait “L” degerinin normal aralikta
oldugu goérulmastur.

Koku ve tat analizi EFIT duyusal test formuna uygun olarak yapilmistir. Urlinler tat, koku,
gorunum (yuzeyde yaglanma, parcalanma), yapi (sertlik, yumusaklik), yeme kabiliyeti (agizda
dagilim) gibi 6zellikleri acisindan degerlendirilimistir. Degerlendirme sinirh sayidaki kisi ile
yapildigindan elde edilen veriler degiskenlik gosterebilir.

Kimyasal Analizler

Hammadde olan kavrulmus findigin nem oraninin %1.8 olmasi istenir ve bu aralikta degilse
tekrar kavurma iglemi yapilir. Calismadaki 6rnege ait nem degeri %2.11 olarak bulunmustur.
Ornege ait asitlik 0.51 (100 g numunede oleik asit cinsinden, g) olarak bulunmustur ve bu ideal
araliktadir. Peroksit degeri “0” olarak bulunmustur.

Sekil 79’da aflatoksin analizine ait kromotogram goruntusu verilmistir.
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Sekil 79. Analiz edilen findik 6rnegine ait kromotogram goriintiisii

Mikrobiyolojik analizler

Calismalarimizda kullanilan temel ham madde olan findiga yapilan mikrobiyolojik ekimlerde

kullanilan yontemler ve elde edilen sonuglar Tablo 33 iizerinde sunulmaktadir.

Tablo 51. Mikrobiyolojik analiz sonuglari

Analiz adi Analiz Limit degerler | Methodu Uygunluk
sonucu
(kob/g)
Toplam bakteri 200 2000 kob/g PCA-35 °C 48 saat uygun
Maya-Kiif <10 50 kob/g Ygc Agar-25 °C 5-7 uygun
giin
Koliform - - Compcat Dry EC. uygun
3542 °C 24 saat
Escherichia coli - - Compcat Dry EC. uygun
3542 °C 24 saat
Staphylococcus - - Compcat Dry - SA uygun
aureus 35+2 °C 2442 saat
Salmonella 25¢g. Da - - Compcat Dry - SL uygun
35+2 °C 2442 saat

4.3.5.2. Uriinlerin alerjenisite testleri
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Uygun bir analiz kiti ve standart ile olusturulan kalibrasyon egrisine gore 6rneklerdeki alerjen

miktar1 hesaplanmistir (Tablo 52).

%]1 findik proteini i¢eren findik ezmesinde ve %1 BFR10 fraksiyonu iceren findik ezmesinde
yiiksek oranda alerjen proteinleri baskilama goriilmiistiir. %1 PAF4 fraksiyonu igeren findik
ezmesinde % 6 gibi bir baskilama varken PEF6 fraksiyonu ilavesi olan findik ezmesinde

herhangi bir baskilama olmamustir.

Kakaolu findik kremas: iriinlerinde sirasiyla %1 PAF4 fraksiyonu igeren iiriinde %16, %1
PEF6 fraksiyonu igeren iirtinde %15, %1 BRF10 igeren iiriinde %11 oranlarinda alerjen
proteinleri baskilama goriilmiistiir. %1 findik proteini iceren findik kremasi1 6rneginde ise

herhangi bir baskilama olmamastir.

Tablo 52. Alerjen testi numuneleri ve numunelerde belirlenen alerjen madde miktar1 (mg/kg)

Numune Findik alerjeni (mg/kg)

Findik ezmesi blank 567500
Findik ezmesi %1 findik proteini ilaveli 77.6
Findik ezmesi %1 PAF4 ilaveli 529500
Findik ezmesi %1 BRF10 ilaveli 79.12
Findik ezmesi %1 PEF6 ilaveli 650500
Kakaolu findik kremas1 blank 217000
Kakaolu findik kremas1 %1 findik proteini ilaveli 226000
Kakaolu findik kremas1 %1 PAF4 ilaveli 181500
Kakaolu findik kremas1 %1 BRF10 ilaveli 191500
Kakaolu findik kremas1 %1 PEF6 ilaveli 184000

4.3.5.3 Uriinlerin biyoaktivite testleri

Uriinlerin biyoaktivite testlerinde, peptit fraksiyonlari i¢in uygulanan metotlar uygulanmustir.
Gida matrisinin etkisini anlamak i¢in {iriinlere eklenen findik proteini, PAF4, BRF10 ve PEF6
iriinlerdeki oranlariyla suda hazirlanarak sindirim testleri yapilmistir. Sindirim testleri sonrasi
analizler i¢in uygun hale gelen iirlinler ile ¢calisilmistir. GI, gastrointestinal testler sonrast iiriinii

ifade ederken; Nuga kakaolu findik kremasini ifade etmektedir.
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ACE onleyici aktivite testi

Tablo 53’deki sonuglara gore findik proteini, PAF4, BFR10, PEF6 fraksiyonu herhangi bir gida

matrisinde olmadan ACE inhibisyon aktivitesi gostermektedir. PEF6 fraksiyonu az oranda

kakaolu findik kremasi ve findik ezmesi iiriinlerinde ACE inhibisyon aktivitesi gostermektedir.

BRF10 fraksiyonunun findik ezmesi iiriiniinde az oranda ACE inhibisyon aktivitesi artigina

neden oldugu, kakaolu findik kremas: tiriniinde ise herhangi bir ACE inhibisyon aktivitesine

etkisi olmadig1 goriilmektedir. Findik proteini ve PAF4 fraksiyonunun hem kakaolu findik

kremas1 hem de findik ezmesinde herhangi bir ACE inhibisyon aktivitesi goriilmemistir.

Pozitif kontrol olan kaptopril findik ezmesi matrisinde, kakaolu findik kremas1 matrisinden

daha iyi aktivite gostermistir. Findik proteini, PAF4, BFR10, PEF6 fraksiyonu da ayni1 sekilde

ayn1 oranlardaki kullanimnda findik ezmesinde kakaolu findik kremasina gore daha yiiksek

aktivite gostermistir. Kakaolu findik kremas1 matrisinin ACE 6nleyici aktivitenin ortaya

¢ikmasinda olumsuz etkisinin oldugu diistiniilmektedir. Findik ezmesi ve kakaolu findik

kremasi Urtinlerinde eklenen protein ve fraksiyonlarin pozitif kontrole yakin degerlerde

aktivite gdstermesi de yine gida matrisinden kaynaklanabilir.

Tablo 53. Uriinlerin %ACE inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %ACE Inhibisyon Aktivitesi

Gl-Blank 94,85+0,34
GI-%1 Findik proteini (suda) 92,78+0,26
GI1-%1 PAF4 (suda) 92,45+0,23
GI1-%1 BRF10 (suda) 91,64+0,22
GI1-%1 PEF6 (suda) 91,20+0,19
GI-%16 Nuga-Blank 91,34+0,19
GI1-%16 Nuga-%1 Findik proteini 90,31+0,22
G1-%16 Nuga-%1 PAF4 91,26+0,21
G1-%16 Nuga-%1 BRF10 91,39+0,15
GI1-%16 Nuga-%1 PEF6 91,68+0,25
GI-%16 Nuga-%1 Kaptopril 93,50+0,30
GI1-%70 Findik ezmesi-Blank 94,53+0,40
GI-%70 Findik ezmesi -%]1 Findik proteini 93,14+0,27
GI1-%70 Findik ezmesi -%1 PAF4 94,21+0,23
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GI1-%70 Findik ezmesi -%1 BRF10 94,84+0,40

GI1-%70 Findik ezmesi -%1 PEF6 94,82+0,35

G1-%70 Findik ezmesi -%1 Kaptopril 95,26+0,40

DPP-1V onleyici aktivite testi

Tablo 54’deki sonuglara gére PAF4 fraksiyonu herhangi bir gida matrisinde olmadan az oranda,
kakaolu findik kremas1 ve findik ezmesi tirlinlerinde %50 civarinda DPP4 inhibisyon aktivitesi
gostermektedir. PAF4 fraksiyonu igin findik ezmesi iiriiniiniin blank triiniine bakildiginda
findik ezmesi i¢in yaklasik %1, kakaolu findik kremas: i¢in yaklasik %7°1lik bir DPP4
inhibisyon aktivitesi artisina neden oldugu goriilmektedir. Findik proteini i¢in findik ezmesi
iirliinlinlin blank triiniine bakildiginda findik ezmesi i¢in yaklasik %35, kakaolu findik kremasi
icin yaklasik %4’liilkk bir DPP4 inhibisyon aktivitesi artigina neden oldugu goriilmektedir.
BRF10 fraksiyonunun kakaolu findik kremas: i¢in yaklasik %9’luk bir DPP4 inhibisyon
aktivitesi artisina neden oldugu, findik ezmesi iriiniinde ise herhangi bir DPP4 inhibisyon
aktivitesine etkisi olmadig1 goriilmektedir. PEF6 fraksiyonunun kakaolu findik kremasi igin
yaklasik %13’liik bir DPP4 inhibisyon aktivitesi artigina neden oldugu, findik ezmesi tirliniinde

ise herhangi bir DPP4 inhibisyon aktivitesine etkisi olmadigi goriilmektedir.

Tablo 54. Uriinlerin %DPP4 inhibisyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %DPP4 Inhibisyon Aktivitesi

Gl-Blank -
GI-%1 Findik proteini (suda) -
G1-%1 PAF4 (suda) 0.7840.058

GI1-%1 BRF10 (suda) -
GI-%1 PEF6 (suda) -

GI-%16 Nuga-Blank 43,78+0,045
GI1-%16 Nuga-%]1 Findik proteini 47,934+0,075
GI-%16 Nuga-%1 PAF4 50,13+0,060
GI1-%16 Nuga-%1 BRF10 52,724+0,056
G1-%16 Nuga-%1 PEF6 56,61+0,036
GI-%70 Findik ezmesi-Blank 51,94+0,077
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GI-%70 Findik ezmesi -%1 Findik

proteini 56,87+0,045
GI1-%70 Findik ezmesi -%1 PAF4 52,46+0,069
GI1-%70 Findik ezmesi -%1 BRF10 48,19+0,011
GI-%70 Findik ezmesi -%1 PEF6 39,64+0,023

Antioksidatif aktivite testleri
DPPH yontemi

Tablo 55’deki sonuglara gore findik proteini, PAF4, BFR10, PEF6 fraksiyonu herhangi bir gida
matrisinde olmadan DPPH siiplirme aktivitesi gostermektedir. Findik proteininin findik ezmesi
icin yaklasik %1 °lik bir DPPH siipiirme aktivitesi artisina neden oldugu, kakaolu findik kremasi
iirlinlinde ise herhangi bir DPPH siiplirme aktivitesine etkisi olmadig1 goriilmektedir. PAF4,
BRF10 ve PEF6 fraksiyonlarinin kakaolu findik kremasi iirtinlinde DPPH siipiirme aktivitesine
herhangi bir etkisi olmadigi goriilmektedir. PAF4, BRF10 ve PEF6 fraksiyonlarinin findik
ezmesi irlinlinde blank tirlinline gore sirasiyla yaklasik %6, %18, %6 oraninda bir DPPH

sliplirme aktivitesi artisina neden oldugu goriilmektedir.

Tablo 55. Uriinlerin %DPPH siipiirme aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %DPPH Siipiirme Aktivitesi

GI-Blank 43,23+0,21
GI-%1 Findik proteini (suda) 43,61+0,21
GI1-%1 PAF4 (suda) 37,57+0,01
GI1-%1 BRF10 (suda) 42,77+0,13
GI1-%1 PEF6 (suda) 44,88+0,04
GI-%16 Nuga-Blank 54,08+0,19
G1-%16 Nuga-%1 Findik proteini 49,04+0,21
G1-%16 Nuga-%1 PAF4 46,34+0,32
GI1-%16 Nuga-%1 BRF10 47,28+0,25
GI1-%16 Nuga-%1 PEF6 47,49+0,18
G1-%70 Findik ezmesi-Blank 54,79+0,36
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GI-%70 Findik ezmesi -%1 Findik proteini 55,11+0,22
GI1-%70 Findik ezmesi -%1 PAF4 60,320,06
GI1-%70 Findik ezmesi -%1 BRF10 72,96+0,69
GI-%70 Findik ezmesi -%1 PEF6 60,38+0,15

Demir selasyon aktivitesi testi

Tablo 56°daki sonuglara gore findik proteini, PAF4, BFR10, PEF6 fraksiyonu herhangi bir gida
matrisinde olmadan demir selasyon aktivitesi gostermektedir. Kakaolu findik kremasi
matrisinin demir selasyon aktivitesini azaltici bir etki gosterdigi sdylenebilir. PEF6 fraksiyonu
icin findik ezmesi {iirliniiniin blank iiriintine bakildiginda findik ezmesi i¢in yaklasik %4,
kakaolu findik kremasi i¢in yaklagik %42°1ik bir demir gselasyon aktivitesi artisina neden oldugu
goriilmektedir. Findik proteini, PAF4 ve BRF10 fraksiyonlarinin kakaolu findik kremasi
iiriinlinde demir selasyon aktivitesine herhangi bir etkisi olmadig1 goriilmektedir. PAF4 ve
BRF10 fraksiyonlarinin findik ezmesi tiriiniinde blank {iriiniine gore sirasiyla yaklasik %5 ve
%38 oraninda bir demir selasyon aktivitesi artisina neden oldugu goriilmektedir. Findik proteinin

findik ezmesi iirliniinde demir gelasyon aktivitesine herhangi bir etkisi olmadigi goriilmektedir.

Tablo 56. Uriinlerin %demir selasyon aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama %Demir Selasyon Aktivitesi

Gl-Blank 61,38+0,002
GI-%1 Findik proteini (suda) 68,08+0,004
GI1-%1 PAF4 (suda) 61,310,001
GI1-%1 BRF10 (suda) 60,38+0,004
GI1-%1 PEF6 (suda) 82,31+0,002
GI-%16 Nuga-Blank 47,69+0,003
GI-%16 Nuga-%!1 Findik proteini 21,54+0,004
GI1-%16 Nuga-%1 PAF4 60,460,002
G1-%16 Nuga-%1 BRF10 49,23+0,006
G1-%16 Nuga-%1 PEF6 89,23+0,704
GI1-%70 Findik ezmesi-Blank 67,08+0,003
GI-%70 Findik ezmesi -%1 Findik proteini 60,31+0,001
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GI1-%70 Findik ezmesi -%1 PAF4 72,31+0,007
GI1-%70 Findik ezmesi -%1 BRF10 75,38+0,035
GI1-%70 Findik ezmesi -%1 PEF6 71,54+0,021

FRAP yontemi

Tablo 57°deki sonuglara gére findik proteini, PAF4, BFR10, PEF6 fraksiyonu herhangi bir

gida matrisinde olmadan demir (I11) iyonu indirgeyici aktivite gostermektedir. Findik proteini,

PAF4, BRF10 ve PEF6 fraksiyonlarinin findik ezmesi iirliniinde blank {iriiniine gore sirasiyla

yaklasik %4, %4, %2 ve %3 oraninda bir demir (111) iyonu indirgeyici aktivite artisina neden

oldugu goriilmektedir. Findik proteini, PAF4, BRF10 ve PEF6 fraksiyonlarinin findik ezmesi

tirtinlinde blank {irtiniine gore sirasiyla yaklasik %1 oraninda bir demir (I11) iyonu indirgeyici

aktivitesi artisina neden oldugu goriilirken PEF6 fraksiyonunun demir selasyon aktivitesine

herhangi bir etkisi olmadig1 goriilmektedir.

Tablo 57. Uriinlerin % demir (III) iyonu indirgeyici aktivite degerleri

Ornek Ortalama % Demir(IIT) iyonu Indirgeme Aktivitesi
GI-Blank 69,58+0,002
GI-%1 Findik proteini (suda) 79,63+0,001
GI1-%1 PAF4 (suda) 73,160,004
GI1-%1 BRF10 (suda) 76,85+0003
GI1-%1 PEF6 (suda) 77,13+0,003
GI-%16 Nuga-Blank 84,44+0,001
G1-%16 Nuga-%]1 Findik

proteini 88,67+0,003
G1-%16 Nuga-%1 PAF4 88,60+0,006
G1-%16 Nuga-%1 BRF10 86,940,002
GI1-%16 Nuga-%1 PEF6 87,770,006
G1-%70 Findik ezmesi-Blank 85,32+0,003
GI-%70 Findik ezmesi -%1

Findik proteini 85,72+0,002
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GI-%70 Findik ezmesi -%1
PAF4 86,35+0,006
GI-%70 Findik ezmesi -%1
BRF10 86,92+0,006
GI-%70 Findik ezmesi -%1
PEF6 66,81+0,607

Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi

Tablo 58°deki sonuglara gore findik proteini, PAF4, BFR10, PEF6 fraksiyonu herhangi bir gida
matrisinde olmadan hidroksil radikali tutma aktivitesi gostermektedir. Findik ezmesi matrisinin
hidroksil radikali tutma aktivitesini azaltict bir etki gdsterdigi sdylenebilir. Kakaolu findik
kremasi tirtiniinde tiriiniinde blank {irliniine gore herhangi bir hidroksil radikali tutma aktivitesi
artist olmamistir. Kakaolu findik kremasi trliniindeki aktivite degerlerinin matris olmadan
yapilan testler ile yaklasik ayni sonucu verdigi goriilmektedir. Bu nedenle iirtinlerle ilgili
sonuclarin matris kaynakli degil, analiz metodunun mekanizmas1 ile 1ilgili oldugu

diistiniilmektedir.

Tablo 58. Uriinlerin %hidroksil radikali tutma aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama % hidroksil radikali tutma Aktivitesi
GI-Blank 62,770,001
GI-%1 Findik proteini (suda) 60,99+0,001
GI-%1 PAF4 (suda) 59,790,001
GI-%1 BRF10 (suda) 60,060,051
GI-%1 PEF6 (suda) 57,83+0,001
GI-%16 Nuga-Blank 62,05+0,001
G1-%16 Nuga-%!1 Findik

proteini 58,19+0,001
GI1-%16 Nuga-%1 PAF4 59,13+0,001
GI1-%16 Nuga-%1 BRF10 60,87+0,001
GI1-%16 Nuga-%1 PEF6 52,47+0,000
GI1-%70 Findik ezmesi-Blank 45,24+0,000
GI1-%70 Findik ezmesi -%1

Findik proteini 48,77+0,001
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GI-%70 Findik ezmesi -%1
PAF4 45,93+0,001
GI-%70 Findik ezmesi -%1
BRF10 39,43+0,001
GI-%70 Findik ezmesi -%1
PEF6 33,83+0,004

Superoksit anyon tutma aktivitesi

Tablo 59°daki sonuglara gore findik proteini, PAF4, BFR10, PEF6 fraksiyonu herhangi bir gida

matrisinde olmadan superoksit anyon tutma aktivitesi gostermektedir. Kakaolu findik kremasi

ve findik ezmesi matrisinin superoksit anyon tutma aktivitesini azaltici bir etki gosterdigi

sOylenebilir. Findik proteini, PAF4, BFR10, PEF6 fraksiyonu herhangi bir matris olmadan

yapilan testlerdeki aktivitesini findik ezmesi ve kakaolu findik kremasi matrisinde

gosterememistir.

Tablo 59. Uriinlerin %superoksit anyon tutma aktivitesi degerleri

Ornek Ortalama % Superoksit Anyon Tutma
Aktivitesi
GI-Blank 78,80+0,07
GI-%1 Findik proteini (suda) 79,45+0,09
GI1-%1 PAF4 (suda) 79,48+0,09
GI1-%1 BRF10 (suda) 81,39+0,10
GI1-%1 PEF6 (suda) 76,37+0,09
GI-%16 Nuga-Blank 73,25+0,04
GI1-%16 Nuga-%1 Findik proteini 72,92+0,04
GI1-%16 Nuga-%1 PAF4 72,92+0,03
G1-%16 Nuga-%1 BRF10 75,52+0,11
G1-%16 Nuga-%1 PEF6 75,19+0,11
GI1-%70 Findik ezmesi-Blank 75,25+0,04
GI-%70 Findik ezmesi -%1 Findik proteini 74,81+0,04
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GI1-%70 Findik ezmesi -%1 PAF4 74,89+0,04

GI1-%70 Findik ezmesi -%1 BRF10 71,20+0,03

GI1-%70 Findik ezmesi -%1 PEF6 71,23+0,02

4.4 Proje hedeflerine ulagsma durumunun degerlendirilmesi

Proje dnerisinde ulasiimak istenen hedefler séyle siralanmistir:

10.

11.

12.

Findik proteini konsantrelerinden katma degerli biyoaktif peptit Grtnleri tretilmesi igin
enzimatik yontemlerden yararlaniimasi,

Peptitlerin farkl saflik dizeylerinde Uretilebilmesi amaciyla saflastirma ve fraksiyonlara
ayirma yontemlerinden yararlaniimasi,

Boylelikle her bir saf proteinin ya da fraksiyonun muhtemel biyoaktif 6zelliklerinin ortaya
konulmasi,

Yuksek saflikta hazirlanan biyoaktif peptitlerin ACE-6nleyici, DPP-IV Onleyici ve anti-
oksidatif aktivitelerinin uygun in vitro testlerle incelenmesi,

Bu islemlere bagh olarak findik kiispesinden elde edilecek baslica biyoaktif peptitlerin
ve bu peptitlerin ait olduklari proteinlerin saptanmasidir.

Boylelikle ilgili numunelerin biyoaktifliginin gosteriimesine ek olarak dusuk maliyetle
endustriyel yan drtnlerden Uretilebilirliginin incelenmesi,

Biyoaktifligi, kararlilik kosullari ve diguk maliyetli Uretilebilirligi detayh olarak incelenmig
olan peptit Urtinlerinin endUstriyel Grin uygulamalarina uygunlugunun arastiriimasi,
Séz konusu Uriinlerin FISKOBIRLIK tesislerinde gida uygulamalarinda (sitlii findik
kremasi ve findik ezmesi) degerlendiriimesi,

Bu gida drinlerinin firma prosedurlerine uygun olarak ilgili kompozisyonel ve reolojik
analizlerden gegirilmeleri,

Buna bagh olarak bu drunlerin gida ve gida takviyesi endustrilerinde ticarilestiriimesine
yonelik 6n adimlarin atiimasi,

Buna paralel olarak elde edilecek peptitlerin uzun vadede diger tlketici Grunleri
(kozmetik vb.) ile eczacilik Urlnleri ve biyomedikal uygulamalarda kullaniminin da
onlnin agilmasi,

Nihai olarak bu degerli Grinimuze ait protein fraksiyonlarinin itibarinin ve biyoaktif
Ozelliklerinin  arttirlmasi  ve bu esnada alerjik Ozelliklerin  baskilanmasi

hedeflenmektedir.

Bu hedeflerin ne dlgctde karsilandigi da asagidaki paragraflarda 6zetlenmistir:
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Oncelikle findik posalari kullanilarak protein konsantreleri, daha dogru bir tabirle, yliksek
konsantrasyonlarda protein igeren findik protein izolatlari Uretilmistir. Bu izolatlar uygun
kosullar altinda 6 farkli enzim ile muamele edilerek bir dizi protein hidrolizati Gretilmistir (1.
Hedef karsilandi).

Uretilen hidrolizatlardaki peptitlerin farkli saflik ve kompozisyon diizeyinde Uretilebilmesi igin
bir dizi FPLC tekniginden yararlaniimistir. Bu sayede onlarca farkli fraksiyon elde edilmis ve
sonraki asamalarda bunlarin bazilarinin biyoaktif 6zellikler tasidigi anlasiimistir (2. ve 3. Hedef
karsilandi). S6z konusu testler bitln fraksiyonlara uygulanmis ve bunlarin ACE-6nleyici,
DPP-IV 6nleyici ve anti-oksidatif aktiviteleri incelenmistir (4. Hedef karsilandi). LC-Q-TOF/MS
analizleri sonucunda ortaya ¢ikan dizilimlerin de hangi proteinlere ait oldugu anlasiimistir.
Boylelikle bu aktif maddelerin yan drunlerden uretiimesi de incelenmigtir (5. ve 6. Hedef
karsilandi).

Uretilen peptit fraksiyonlari yiiksek miktarlarda Gretilerek FISKOBIRLIK tesislerine gétiriilmis
ve burada gida uygulamalarinda degerlendirilmistir. Burada anilan detaylara yonelik tek
farkhlik sutli findik kremasi yerine kakaolu findik kremasi Uretilmis olmasidir. Ayni zamanda
ikinci Gran olarak findik ezmesine peptit eklenmesi hususu da calisiimistir (7. ve 8. Hedef
karsilandi). Bu numunelerin analizinde firma olanaklarinin elverdigi ve proje bursiyerinin
tesiste bulunabildigi dénemde cihazlarin misait oldugu dlclide fizikokimyasal analizler ve
mikrobiyolojik testler yuratilmastir. Ne yazik ki tesiste reolojik analizleri ylritme olanag
olmadigi anlasiimistir. Bu eksiklik ihmal edilebilirse, 9. Hedefin de karsilandigini
soyleyebiliriz.

10-12. Hedefler, sonraki galismalar igin dngoriler olarak belirlenmistir. Calismalarimizin
sonunda (in silico bulgular da baz alinarak) insan saghgini olumsuz etkileme potansiyeli
olmayan, toksik 6zellikleri bulunmadigi gibi biyoaktif 6zellikleri ile bircok endustriyel Grinde
kullaniimaya aday bir dizi sivi konsantre ve liyofilizatin Uretilmesi mimkin olmustur.
Dolayisiyla 10. ve 11. Hedefler atiimig 6n adimlar olarak degerlendirilirse karsilanmigtir.
Ekibimizin s6z konusu malzemeleri bu alanlarda degerlendirme ¢abalari halihazirda devam
etmektedir. Yapilan alerji testleri sonucunda ise, alerjik baskilamanin kismen (bazi
durumlarda) gergeklestigi anlasiimistir. Dolayisiyla 12. Hedefin de geregi gibi karsilandigi
duslncesindeyiz.

Bu verilere baglh olarak ihmal edilebilir bazi eksiklikler ve bazi eklemeler ile projemizin

hedeflere genel olarak ulastigi dugtincesindeyiz.
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5. SONUG

Ulkemiz icin ekonomik éneme sahip Giresun tombul findiginin yagi alindiktan sonra
kalan posalarinda ylksek oranda protein bulunmaktadir. Calismamizda bu proteinler
alkali ekstraksiyonu-izoelektrik ¢oktirme yontemiyle konsantre edilmis ve 6 farkh
enzimle hidroliz edilmigtir. Sonrasinda hidrolizatlardan anyon degisim bazli fraksiyonlar
elde edilmis ve bu fraksiyonlarda (ACE ve DPP-IV dnleyici ve antioksidatif) aktivite
testleri yapilmistir. Bu deneylerdeki en ylksek biyoaktivite degerleri genellikle ACE
testlerinde gorulmusttr. Bunun yani sira DPP-4 ve anktioksidan testlerinde ¢ok sayida
fraksiyonda aktivite gdzlenmis ancak aktivite degerleri nispeten disidk bulunmustur.
Aktivite testlerinin ardindan ACE inhibisyonu ve DPP-IV inhibisyonu aktivitesi gosteren
fraksiyonlar LC-MS/MS analiz teknikleriyle incelenerek aktif fraksiyonlara ait peptit
dizilimleri  belirlenmistir. Ancak bazi peptit molekullerinin yapilari  bu vyolla
belilenememistir. Bu durumun yeni proteinlerin varhgina ya da daha Oonce veri
bankalarina islenmemis findik proteinlerine isaret ettigi dustinilmektedir. Ayni zamanda

iyonize olmayan bazi peptitlerin de belirlenemeyebilecedi anlagiimaktadir.

Calismada dizilimleri belirlenen peptitlerin, bazi fizikokimyasal ve biyoaktif 6zellikleri,
literatirde  bulunan in silico ydntemler kullanilarak degerlendirilmigti.  Bu
degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin tamamina yakininda hem aktif hem
de aktif olmayan peptitlerin bulundugu anlagiimistir. Bu in silico yontemlerle ¢alismada
en az 29 adet ACE aktif ve 14 adet DPP-IV aktif peptit belirlenmistir. Bu peptitlerin
hicbirinde toksik etkilerin ortaya ¢cikmasi beklenmemektedir. Buna ek olarak, bazi alerjen
proteinlerin de pargalandigi ve muhtemelen alerjik etkilerinin azalabilecegdi
anlasiimaktadir. Endustriyel drin denemeleri sonucunda da proje Onerisinde
ongorildigu gibi bazi numunelerde alerjik etkilerin baskilandigi gézlenmistir. Bazi
biyoaktif 6zellikler endustriyel Uriinlerde de korunurken bazi etkiler kaybolmakta ya da
numunelerin analizlerde fazlaca seyrelmesine paralel olarak etkiler dlgim sinirlarinin
altina inmektedir. Uzun vadede konunun mekanistik agiklamasi ile ilgili calismalar
surdurulecektir. Bununla birlikte proje Onerisinde de 6ngoruldigu gibi, uygun kosullar
altinda enzimatik muamelelerin findik proteinlerinin alerjik 6zelliklerini azaltma

potansiyeli bulundugu anlasiimaktadir.

Arastirmada hem in vitro aktivitesi bulgulanan hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce
dogrulanan peptitlerin inhibisyon mekanizmasi yine in silico teknikler kullanilarak
incelenmistir. Ayrica calismada DPP-IV inhibisyon parametreleri bulunan peptitler

arasinda PeptideRanker degerine goére en yuksek aktiviteye sahip olan YDLDFK
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peptidinin inhibisyon mekanizmasi incelenmistir. Sonuc¢ta YDLDFK triptik peptidinin
DPP-IV Uzerinde 10 muhtemel baglanma noktasina sahip oldugu bulunmustur. ACE
aktif peptitleri arasindan her bir enzim igin en etkin olaninin ACE ile etkilesim
mekanizmasi incelenmis ve bu inhibitérlerin ACE’nin hangi amino asitleri ile
etkilegsebilecegi belirlenmigtir. Buna gore farkli enzimlerle muamele sonucu olugan
SPLAGR (tripsin), VPHW (kimotripsin) ve PGHF (termolisin) peptitleri, ACE Uzerinde

sirasiyla 16, 10 ve 11 muhtemel baglanma noktasina sahip oldugu bulunmustur.

Dolayisiyla bu caligmada yagi alinmis findik posalari kullanilarak katma deger
saglayabilecek veriler elde edilmigtir. Aktif fraksiyonlara ait sinyallerin bir kismi veri
tabanlarinda olan proteinlerle eslesmemesine bagli olarak yeni protein ve peptitlerin
olabilecegi dusunulmektedir. Dolayisiyla bu disincenin dogrulanmasi ve bu bilesenlerin
belilenmesi Uzerine c¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. Belirlenen ve henlz
belirlenemeyen (muhtemelen yeni) aktif peptitler sentetik olarak elde edilerek gergek
aktivitelerinin ve inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi Uzerine yapilacak
calismalar, findik peptitlerinin bu konudaki potansiyelini daha net bir bicimde ortaya
¢ikaracaktir. Bununla birlikte saf halde elde edilecek peptitlerin Grin formudlasyonlarina
ilavesi ile ilgili daha ileri ¢alismalar yudrutulebilecektir. Ayrica findikta bu aktiviteleri
gelistirici caligmalarin yani sira antimikrobiyal ve antikanser aktivitesi gibi farkl biyoaktif
Ozellikleri Uzerine yeni galigmalar yapilabilir. Gelecekte bu aktif peptitler farmakolojik
calismalara konu edilebilir veya kontrolsiizce tuketilebilen gidalarda fonksiyonel bilesik
olarak kullanilabilirligi degerlendirilebilir. Bu sayede hipertansiyon ve diyabetle
micadelede 6nemli katkilar saglayabilmesi mumkin olabilecektir. Ekibimizin bu
alanlarda calismalari devam etmektedir ve orta-uzun vadede ticarilestirilebilir Grtnlerin

acgiga cikarilmasi baglaminda ilgili sektorler ile diyalogumuz da strmektedir.

Serbest radikal turlerin fazla miktarda olusmasi oksidatif strese neden olmaktadir.
Yapilan arastirmalar oksidatif stresin diyabet, kanser, sizofreni, Alzheimer gibi birgok
hastaligin patolojisi ile iligkili oldugunu gdstermektedir. Serbest radikallerin hicresel
yagslanma ve noral hasara yol actidi bildiriimistir. Demir iyonunun yasin artmasiyla
beraber beyinde ve ndrodejeneratif hastaliklardan etkilenen beyin alanlarinda biriktigi
belirlenmigtir. Bu nedenle Alzheimer hastaligina kargi kullanilacak herhangi bir ajanin

AChE inhibitér etkisiyle beraber antioksidatif etkisinin de olmasi oldukg¢a avantajlidir.

Batln bunlarin yaninda, saflastiriimis fraksiyonlarin maliyeti géz online alinarak total
hidrolizatlarin ve/veya kismen saflastinimis fraksiyonlarin da fonksiyonel gida ve
kozmetiklerin yapiminda kullanilabilecedi dusunudlmelidir. Bu baglamda mevcut
metodolojinin birden fazla biyoaktif fraksiyon ortaya ¢ikarma baglaminda oldukca etkin
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oldugu ve farkh amaclarla farkli fraksiyon ya da hidrolizatlarin kullanilabilecegi
anlasiimaktadir. Biyoaktif peptitler ile ilgili calismalarin gogunda aktif ve saflastiriimis ya
da sentetik olarak Uretiimis peptitlerin bulundugu ya da kullanildigi bilinmektedir.
Buradaki bulgular kollektif olarak findik protein hidrolizatlarinin ya da bunlara ait
fraksiyonlarin degerlendirilebilecegi anlamina gelmektedir. Bu nispeten yeni bir bulgudur
ve Ozellikle ACE-6nleyici potansiyel baglaminda findik proteinlerinin potansiyeline isaret
etmektedir.

Fraksiyonlama teknolojileri birgok farkli nitelik, kompozisyon ve konsantrasyonda aktif
peptitlerin Uretilmesini saglayabilmektedir. Bu teknolojiler sonunda fonksiyonel gidalar,
kozmetikler ve gida takviyelerinde kullaniimaya uygun degerli gida bilesenleri, findik
ham maddelerinden yola cikilarak Uretilebilir. Ornegin, sadece basit metodolojik
farkhliklar ile suda ya da baska ¢dzlculerde ¢oziinen ya da hi¢ ¢dzinmeyen, dolayisiyla
farklh formulasyonlarda kullanilmaya aday bilesenler (uretilebilir. Bununla birlikte
ekibimizin birincil uygulama ve hedef alani, projede de urin uygulamalarinin yapildigi

fonksiyonel gida urlnleri alanidir.
Batun bu verilere bagh olarak temelde su hususlar basariimistir:

- Farkh biyoaktif ozellikleri bulunan bir dizi farkh ham maddenin sivi ve toz
formlarda Uretilmesi,

- Boylelikle endustriyel yan drtunlerden katma deger Uretme potansiyelinin ortaya
¢ikariimasi,

- Muhtemel etkinliklerinin yaninda toksik o6zellikleri bulunmayan bu bilesiklerin
tlketici UrGnlerinde kullanim potansiyeli oldugu, 6zellikle fonksiyonel gidalarda
kullaniilma potansiyellerinin oldugunun gosterilmesi,

- Birgok farkli senaryo ve formulasyon icin uygun bilesiklerin konsantre olarak
Uretilmesi,

- Muhtemel kullanim alanlar ile ilgili gercek denemelerin tesis ortaminda
yuratilmesi,

- Analizlerin tesis ortaminda yuritilmesi,

- Proses ve sindirim etkilerinin incelenmesi ve hangi durumlarda bu malzemelerin
halen kullanilabilir olacaginin incelenmesi,

- Gelecekteki caligmalar igin bu kararhlik verilerinin baz alinmasinin saglanmasi,

- Ayni zamanda 6nceden de savlandigi gibi uygun proses kosullarinda alerjenik

Ozelliklerin azaltilabileceginin gosteriimesi,
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- Bu baglamda milli bir drinimidz olan findigin katma degerlendiriimesi, alerjik
problemler ile ilgili literatlirde bulunan hakli elestirilere teknolojik bir alternatif

saglanmasi.

Ayni zamanda, 6nceki bdélimlerde de bahsedildigi gibi proje 6nerisinde bildiriimis
bulunan proje hedeflerinin ufak aksakliklar disinda karsilandi§i, bazi bakimlardan

bunlarin 6tesine de gecildigi anlagiimaktadir.
Basarilamayan temel husus ise soyledir:

Literatirde 400’Un Uzerinde findik proteinin oldugu bilinmektedir. Proteoliz, binlerce farkli
peptitin aciga ¢ikmasina sebep olmaktadir. Olusturulan fraksiyonlar, aktif veya inaktif
yuzlerce peptit molekilini ayni anda bunyesinde bulundurabilmektedir. Molekiler
saflastirma ya da sentez yapimadigi slrece her bir molekilin hangi biyoaktif
mekanizmada hangi mekanistik roli oynadigini anlamak yillara dayanan bir calisma
gerektirmektedir. Dolayisiyla 0zellikle antioksidatif mekanizmalarin bu asamada
acgiklanmasi nispeten zordur ve kisitli bir degerlendirme yapilmistir. Ozellikle birden fazla
molekulin bir arada bulunmasi, etkilesmeleri ve her birinin konsantrasyonunun ne

oldugunun bilinmemesi bu yorumlama sureclerini zorlagtirmaktadir.

Bununla birlikte endustriyel kullanim nispeten saflastirimamis hidrolizat ya da
fraksiyonlar igcin mumkun olabilir diye distnlyoruz. Sentetik ya da iyice saflastinimis

peptitler olduk¢a pahali ham maddelerdir.

Mevcut durumda, ¢alismanin en azindan 4 ya da 5 temel bdliminin makale formatinda
yayinlanmasi planlanmaktadir. EK-1 revizyon slrecinde bulunan bir makale taslagini
icermektedir. Ek bir makale, 6n datalarla ilgili olarak EK-2'de verilmigtir. EK-3
yayinlanmis bir makaleyi igermektedir. Uriin uygulamalarini igeren 2 SCI makale ile
Ozellikle antioksidatif ve DPP-IV oOnleyici etki verilerini igeren 1 SCI makalenin hazirligi
surmektedir. 1 adet konferans 6zeti kabul edilmis olup online formatta Ekim 2020’de
uluslararasi sayginhgi bulunan bir konferansta poster formatinda sunulmustur. Son
olarak o6zellikle bulunan peptit dizilimlerini iceren bir patent basvurusunun PCT

formatinda hazirligi devam etmektedir.

Bunlara ek olarak proje kapsaminda 2 YL égrencisinin (Ahmet Furkan Caglar ve inci
Zent) tezi tamamlanmistir. Uglincli bir YL &grencisinin (Ayse Giilden Goksu) tezi de
tamamlanma asamasinda olup 2021 yiindan 6nce tez sunumunun yapilmasi

planlanmaktadir. Projenin getidigi olanaklar, tecribe ve yeni yaklagimlar sayesinde
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ekibimizin yeni 6grencilere de bu degerli alanda degerli tecribeler kazandirabilecegi
diistincesindeyiz. Bu degerli katkilar dolayisiyla TUBITAK’ a tesekkdirti borg biliriz.
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Abstract

Hazelnut (Corylus avellana L.) cakes represent are a rich source of proteins. In an effort to valorize industrially cold-pressed
hazelnut cakes, angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory characteristics of hazelnut protein hydrolysates were evalu-
ated. Trypsin, chymotrypsin and thermolysin hydrolysates of hazelnut protein isolates were fractionated using Fast Protein
Liquid Chromatography (FPLC). The hydrolysate fractions were tested for ACE inhibitory characteristics and inhibitor pep-
tide identification was based on Liquid Chromatography Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry (LC-Q-TOF/MS).
Finally, in vitro ACE inhibitory activity was verified using in silico tools. In all cases, some hydrolysate fractions demon-
strated ACE inhibitory characteristics, while inhibitory activity widely varied (7-95%) depending on proteolysis conditions.
In ACE inhibitory fractions, 179 different peptides were identified. Their potential inhibitory activity was verified in silico
for 22 different peptides generated by thermolysin, 3 for chymotrypsin and 4 for trypsin. While the half maximal inhibitory
concentration (ICs,) (0.13—4.83 mg ml™") values were comparable to the previous literature, currently identified sequences
were different than ACE inhibitory peptides purified from Asian hazelnuts. The peptides with the highest PeptideRanker
scores for each treatment (i.e., SPLAGR, VPHW and PGHF) were studied for their potential ACE binding, Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity (ADMET) and circulatory half-life characteristics demonstrating limited
pharmokinetic interference, low toxicity as well as comparable short circulation and stronger binding compared to a refer-
ence inhibitor peptide (i.e., VPP). Geographical attributes and proteolytic treatments could have a bearing on ACE inhibitory
potential of peptides, while hazelnut cakes can be regarded as a valuable resource for ACE inhibitor peptides.

Keywords Hazelnut protein hydrolysates - Hydrolysate fractions - Valorization - LC-Q-TOF/MS - Angiotensin-converting
enzyme (ACE) inhibitory activity - Bioactive peptides

Abbreviations ICs, Half maximal inhibitory concentration
ACE Angiotensin-converting enzyme LC-Q-TOF/MS Liquid Chromatography Quadrupole
ADMET Absorption, Distribution, Metabolism, Time-of-Flight Mass Spectrometry

Excretion and Toxicity TNBS 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid
FPLC Fast protein liquid chromatography
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The World Health Organization (WHO) predicted that heart
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mon cause of death globally by 2020 [1]. Hypertension can
be considered as one of the controllable risk factors asso-
ciated with myocardial infarction, heart failure and renal
failure [2]. Approximately 131 billion USD are being spent
on hypertension-lowering drugs in the United States each
year [2].

Consequently, anti-hypertensive peptides from ani-
mal or plant origin have been commonly investigated [3].
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Various bioactive peptides have been obtained from food
products, such as eggs, rice, spinach, and peas, and dem-
onstrated varying levels of anti-hypertensive activity [4].
Bioactive peptides demonstrate high affinity to tissues
with reduced likelihood of side effects compared to the
synthetic drugs [1]. Studies on the discovery and utiliza-
tion of cheaper and safer alternatives are being intensely
carried out. Bioavailability of peptides, however, could
be limited due to degradation in human body across the
gastrointestinal tract. Furthermore in some cases, due to
relatively large size or hydrophobicity of peptides, their
ability to permeate through epithelium might be negatively
affected [5, 6].

Angiotensin I-converting enzyme (ACE) is a critical
enzyme in the renin—angiotensin system. ACE converts
the angiotensin I hormone to angiotensin II, which is a
vasoconstrictor. It also degrades the vasodilator peptide
known as bradykinin. Both mechanisms potentially lead
to increasing blood pressure in humans [7, 8], while ACE
inhibitory peptides could prevent hypertension in humans.

Hazelnuts (Corylus avellana L.) are among the major
agricultural products of Turkey, where approximately
80% of the global hazelnut harvest is collected (roughly
550,000 tonnes per year) [9]. The capacity of cold-pressed
hazelnut oil production is increasing which generates
increasing extents of deoiled hazelnut cake that can be
valorized. Although the literature is rich on hazelnut con-
sumption-related allergies including protein-based aller-
gens [10—12], and there are some data on the technical
functionality of hazelnut proteins [13, 14], the data on
bioactive characteristics of hazelnut proteins [14] and their
hydrolysates [15] are limited.

Based on the studies of Liu et al. [16], Asian hazelnut
(Corylus heterophylla Fisch.) proteins were hydrolyzed
using Alcalase and the most intensely ACE inhibitory pep-
tides were reported to be AVKVL, YLVR and TLVGR,
which mostly consisted of hydrophobic and basic residues.
The latter two were characterized by a C-terminal basic
residue (i.e., arginine), which is a common observation
for many ACE inhibitory peptides.

In our recent studies, 23 hazelnut proteins were ana-
lyzed in silico for their bioactive characteristics and ACE
inhibitory activity was predicted to be among the 2 most
likely bioactivities in these hydrolysates [17]. Conse-
quently, we conducted a preliminary study on the trypsi-
nolysis of hazelnut protein concentrates which lead to
moderate ACE inhibitory activity [18]. Here, enhancement
of ACE inhibitory activities of hazelnut protein hydro-
lysates was targeted using multiple proteases with different
catalytic capabilities and FPLC-based fractionation tech-
niques for this commercially critical commodity (Giresun
tombul hazelnuts).

@ Springer

Materials and methods
Materials

Cold-press de-oiled hazelnut (Corylus avellana L., Giresun,
Turkey, “tombul” hazelnuts) cakes were provided by a local
company (Neva Foods Ltd., Istanbul, Turkey). All chemicals
were purchased from Sigma Chemical Corp.

Manufacture of hazelnut protein isolates

Protein extraction from cold-press de-oiled hazelnut cakes
(approx. 50% protein as determined by a Dumas analysis
technique) was based on the alkaline extraction-isoelectric
precipitation (AE-IP) technique. Protein solubilization was
facilitated via the increased surface charges of proteins at
basic pH, which was followed by the isoelectric precipitation
at low pH as previously described [19].

Proteolytic hydrolysis

Trypsin, chymotrypsin and thermolysin were separately
used for enzymatic hydrolysis of hazelnut proteins isolates
(approx. 94.8% protein as determined by a Dumas analysis
technique). Aqueous dispersions of proteins (20 mg ml™)
were prepared in appropriate 20 mM Tris—HCI buffer
solutions. Proteases were added to protein solutions at an
enzyme:substrate ratio of 1:100 for trypsin and chymot-
rypsin (pH 7.4), and 1:50 for thermolysin (pH 8) [20]. The
enzymatic process was continued overnight at a mixing
rate of 1000 rpm at 37 °C. Immediately afterwards, trypsin
and chymotrypsin hydrolysates were inactivated at 95 °C
(5 min). For the inhibition of thermolysin, 0.5% formic acid
was added to the hydrolysates. For the proteolytic hydro-
lysates, protein concentration was determined using a Lowry
method-based technique [21].

Determination of degree of hydrolysis (% DH)

Degree of hydrolysis was determined based on the
2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) method [22].
The leucine amino equivalency was determined based on
Nielsen et al. [23].

Fractionation of hydrolysates

Hydrolyzed hazelnut proteins were fractionated using
AKTA-Pure 25-L1 fast protein liquid chromatography
(FPLC) system (GE Healthcare, UK). HiTrap Capto Q
anion exchange columns were utilized for fractionation
(GE Healthcare). Hydrolysate samples were injected into
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the column at a rate of 1 CV min~". Salt containing 20 mM
Tris—HCI buffer (0.6 M NaCl, pH 8.3) was used for the elu-
tion of the column-bound compounds. The elution was car-
ried out utilizing a 0-0.6 M NaCl linear gradient over 32 CV.
Each and every 2 CV was collected as a separate fraction
and numbered sequentially. Prior to Capto Q experiments,
a variety of other ion exchange (HiTrap DEAE FF, Capto
DEAE, Capto-S) and hydrophobic interaction (HiTrap Phe-
nyl FF, HiTrap Butyl-S FF, HiTrap Octyl FF) columns were
tested in pre-trials.

Measurement of ACE inhibitory activity

ACE inhibition in fractions was calculated as a function of
the decrease in hippuric acid (HA) in comparison to the
control sample and % inhibition values were calculated [24].
Briefly, salt concentrations of peptide fractions in 20 mM
Tris—HCI buffer were adjusted to contain approximately
0.6 M NaCl. 1.68 mU of 250 pl ACE and 250 pl peptide
fractions prepared in sodium borate buffer (0.1 M, pH 8.3)
were mixed and pre-incubated in the thermomixer for 5 min
to ensure thermal equilibrium at 37 °C. After the incubation,
3.94 mM HHL (15 pl) was added to the mixture and the
reaction was continued for 1 h. Immediately afterwards, 1 M
HCI (500 ul) was added to the mixture to stop the reaction. %
ACE inhibition was monitored at 228 nm by injecting 10 ul
of this mixture directly into the HPLC column (Ascentis
C18 Column, 4.6 mm ID X250 mm, 5 pm particle diameter,
Supelco). TFA (0.1%) prepared in 50% methanol was used
as the mobile phase. The isocratic flow rate was 0.6 ml per
min and 20 mM Tris—HCI buffer containing 0.6 M NaCl
was used as the control. In addition, captopril, a well-known
ACE inhibitor, was used as a positive control at a concentra-
tion level of 0.05 uM.

Liquid chromatography quadrupole time-of-flight
mass spectrometry (LC-Q-TOF/MS) analysis of ACE
inhibitory fractions

All MS analyses were carried out using the default settings
of Labmed, Acibadem University, Istanbul, Turkey, using a
Xevo G2-XS QTof (Waters) device.

Samples treated with different proteases were incubated
with 10 mM DTT at 55 °C for 10 min to ensure the reduc-
tion of the peptides. The reduced peptide mixtures were
then alkylated with 20 mM iodoacetamide (IAA) in the dark
at ambient temperature conditions. Samples were filtered
through 30 kDa filters. Peptide concentration of the samples
was determined and the samples were taken into vials for
LC-Q-TOF/MS analysis at 1 mg per injection.

LC separation was based on an HSS T3 Column (1.8 um,
2.1x 150 mm), detection wavelength of 214 nm and a col-

umn temperature of 60 °C. A flow rate of 0.2 ml min~! was

administered. MS conditions were based on a sample cone
voltage of 80 V, source temperature of 120 °C, desolva-
tion temperature of 300 °C and desolvation gas flow rate
of 8001h™".

Prior to the analyses, the detector and calibration set-
tings were made via MassLynx program specific to the Xevo
G2-XS QTof device where the analyses were performed.
The peptide fractions were further fractionated with an
acetonitrile gradient (5-35%) in an HSS T3 column based
on their hydrophobicity and the separated peptides were
analyzed by mass spectrometry upon electrospray ioniza-
tion. MS analysis was performed for 0.7 s and information
was collected about the entire peptide. Afterwards, MS/MS
analysis was performed for 0.7 s and the peptide fragmenta-
tion and sequence information were obtained. For protein
identification, appropriate protein databanks were used for
each sample.

Peptides and proteins were identified using ProteinLynx
Global Server (PLGS 3.0) software. Analysis was performed
using the appropriate databank for each sample type. “False
positive rate” was set to 1%. Further details are not presented
here to ensure brevity.

In silico analyses

The determined peptide sequences were analyzed in silico
for their physicochemical and bioactive characteristics
[25-29] including isoelectric point, charge, and toxicity
[25], probability of being bioactive [26, 27], the interac-
tions with ACE [28] and ADMET (absorption, distribution,
metabolism, excretion and toxicity) properties [29]. In silico
verification of peptide bioactivity was based on the Pep-
tideRanker score [27].

Consequently, the primary in silico tool utilized here was
PeptideRanker to assess bioactive potential of peptides [27].
The main hypothesis behind the PeptideRanker algorithm
is that assessing the general characteristics of bioactive
peptides could assist in the elucidation of novel bioactive
peptides based on the use of general predictors. Essen-
tially, PeptideRanker score is based on structural homology
between peptides. While PepSite2 method depends on the
calculation of protein—peptide-binding characteristics from
a set of known protein—peptide 3D structures, and distance
constraints that were derived from previously characterized
peptides [28]. ToxinPred combines machine learning and
quantitative matrix modelling approaches and utilizes them
along with the toxicity behavior previously characterized
toxic and non-toxic sequences [25].

Isoelectric point, charge, and toxicity attributes of the
peptides were investigated using the “Batch submission”
tool on ToxinPred website (https://webs.iiitd.edu.in/ragha
va/toxinpred/multi_submit.php) [25]. PeptideRanker score
for multiple peptides can be determined simultaneously on
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http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker website [26]. Poten-
tial ACE inhibitory activity of the peptides was also verified
by BIOPEP “Calculations” tool (http://www.uwm.edu.pl/
biochemia/index.php/pl/biopep) [27]. Using the appropriate
PDB code for human ACE and potentially interacting pep-
tide sequences, peptide-binding sites on ACE surface were
determined (http://pepsite.russelllab.org/) [28]. ADMET
tool on http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsarl/predict/ was
utilized to predict the ADMET properties of the potentially
bioactive peptides [29].

Using a molecular docking approach, peptide—protein
interactions were also studied via HPEPDOCK, which gen-
erated docking scores and 3D protein—peptide interaction
images [30]. Finally, using PLIFEPRED, half-life of pep-
tides in blood was predicted [31].

Statistical analysis

The data collected in the current investigations were
reported as sample means =+ standard deviations based on
at least triplicate experiments. Whether differences existed
between various treatments were studied based on statistical
significance (p <0.05).

Results and discussion
Determination of degree of hydrolysis (%DH)

The degree of hydrolysis of hazelnut proteins treated with
3 different proteases was determined (Fig. 1). %DH for
the reference sample (sodium caseinate) was previously
measured to lie within the range of 42-62% depending on
the experimental conditions [22]. Current findings were
comparable to the previous literature. The %DH values
for thermolysin hydrolysates of hazelnut protein isolates
(50.4%) were significantly higher than the trypsin- or chy-
motrypsin-treated samples (26.4 and 21.8%, respectively).
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Fig. 1 Degree of hydrolysis (DH%) for hazelnut meal proteins hydro-
lyzed by various proteases as determined by the TNBS method
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These findings can be explained by the relatively higher
proteolytic activity of thermolysin towards hazelnut pro-
teins as also predicted by in silico methods [17]. Here,
trypsin demonstrated lower proteolytic activity towards
hazelnut proteins compared to sodium caseinate. The
extent of proteolysis is highly dependent on structural
attributes of proteins [32], including the intramolecular
distribution of amino acids and relative abundance of
secondary structural motifs. In the previous literature,
ACE inhibitory activity of hydrolysates were related to
hydrolysis duration, demonstrating a direct relationship
between ACE inhibitory activity and %DH [18, 19, 33].
Furthermore, ACE inhibitory peptides tend to be rela-
tively shorter compared to other categories of bioactive
peptides, such as antimicrobial peptides [34]. Based on
Lowry analysis, the approximate protein concentration in
the samples was determined to range between 1.20 and
5.80 mg/100 g. However, it must be noted that peptide
composition determines ACE inhibitory activity rather
than the peptide size. Furthermore, the current literature
on, for example, partially fermented milk products, where
%DH was relatively low (i.e., 9 to 18%) demonstrated sig-
nificant ACE inhibition [35].

Fractionation of hydrolysates based on anion
exchange chromatography

Hazelnut protein hydrolysates were fractionated using an
anion exchange method, prior to which a variety of ion
exchange (HiTrap DEAE FF, Capto-Q, Capto DEAE, Capto-
S) and hydrophobic interaction (HiTrap Phenyl FF, HiTrap
Butyl-S FF, HiTrap Octyl FF) columns were tested in pre-tri-
als (data not shown). Since the binding rate was found to be
high, the elution was straightforward and the obtained frac-
tions did not require any pretreatments in the activity tests,
Capto-Q was used in the following steps. It is noteworthy
that in a variety of recent studies on food bioactive peptides,
ACE inhibitory peptides were found to bear charged residues
along with hydrophobic residues (for example, [16, 36]).
Consequently, ion exchange chromatography was a valid
approach to fractionate the hazelnut protein hydrolysates.

First, to test the influence of column volume on fractiona-
tion, 2 different sizes of the same column (1 and 5 ml) were
examined (Figure S1 of Supplementary Data). As seen in
Figure S1, significantly different elution profiles and poten-
tially different hydrolysate compositions were acquired
based on the proteolytic enzyme used and analytical column
volume. Each and every 2 column volumes (CV) were col-
lected as a separate fraction. Peptides that did not bind to the
column were labelled as the “out” fraction. Consequently, 17
different fractions with varying compositions were prepared
for each enzymatic treatment (Figure S1).


http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker
http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep
http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep
http://pepsite.russelllab.org/
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/
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Measurement of ACE inhibitory activity

Hydrolysate fractions were evaluated in ACE inhibitory
activity tests as exemplified on Figure S2. % ACE inhibi-
tory activity values of the fractions that generated signifi-
cant ACE inhibition (> 0%, p <0.05) were presented in
Fig. 2 as a function of both column bed volume and pro-
tease utilized. Due to the faster fractionation in the 5 ml
column, it was possible to obtain fractions that exhibited
ACE inhibition in earlier elution volumes. Consequently,
total number of ACE inhibitory fractions in 5 ml column
was less than the 1 ml counterpart, while higher inhibitory
activities were observed (Fig. 2). In both cases, the number
of ACE inhibitory thermolysin fractions was higher than
(6 and 4 fractions, respectively, for Fig. 2a and b) that in
trypsin or chymotrypsin fractions. The fraction with the
highest inhibitory activity was also a thermolysin frac-
tion (E1 (out), 95% inhibition) (Fig. 2b). The majority of
the ACE inhibitory fractions contained weakly anionic or
cationic peptides, the relatively earlier fractions and “out”
fractions, respectively. Similar results were obtained by Liu
et al. [16], where catalase was utilized in the hydrolysis of
Asian hazelnut proteins. On average, ICs, values for the cur-
rent fractions ranged between 0.13 and 4.83 mg protein ml~!
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Fig.2 ACE inhibitory activity (%) of peptide fractions hydrolyzed
by various proteases and fractionated by a Capto Q (a) 1 ml, or (b)
5 ml column connected to an FPLC instrument. C, E, T Chymot-
rypsin, thermolysin and trypsin hydrolysate fractions, respectively.
Out Unbound fractions

(Table 1), which were mostly comparable to earlier find-
ings of Eroglu and Aksay [15] (0.22-0.29 mg protein ml~!
in the hydrolysates vs. 1.29 mg protein ml~! in the protein
isolates). Similarly, the IC50 data for Liu et al. [16] corre-
sponded approximately to 0.01-0.13 mg ml~!. While, cap-
topril is a highly potent synthetic ACE inhibitor with a low
IC50 value (0004 mg ml™"), various proteolytic hydrolysates
of sea cucumber indicated an IC50 value range of approx.
1.7-2.54 mg ml~" [37]. A variety of inhibitor peptides with
lower and higher IC50 values were also reviewed in the lit-
erature [38].

LC-Q-TOF/MS analysis of the hydrolysates

Fractions demonstrating ACE inhibitory activity were col-
lected and analyzed via appropriate LC-Q-TOF/MS analy-
sis techniques. First, in the literature (for example, UniProt
database), there are more than 400 proteins that are related
to Corylus avellana L. and after enzymatic proteolysis, pos-
sibly thousands of different peptides formed with various
sizes and activity potentials. Here, we made an attempt to
clarify the structures of all ionizable peptides. As detailed
in the Supplementary Data section, each fraction was char-
acterized with various peptides at different concentrations
and since the concentration of each peptide is unknown, it
was not possible to calculate an effective molecular weight
for the fractions. However, an average molecular weight was
calculated for all treatments and listed on Tables S1-S3.

A total of 179 different peptide spectra found in ACE
inhibitory fractions and only a single spectrum is shown here
as an example (Figure S3). The sequences of all determined
peptides are listed in Supplementary Data section (Tables
S1-S3) for all the 3 enzyme treatments along with their cal-
culated physicochemical characteristics and bioactive poten-
tial based on their PeptideRanker values. The majority of
the identified peptides originated from the “out” fractions
(147 peptides), whereas 32 belonged to the weakly anionic
fractions.

Table 1 ICj, (mg/ml) values for

X Fraction ICs, (mg ml™")

the FPLC fractions based on the

5 ml Capto Q column C1 (out) 0.19
C2 0.24
C3 0.37
El (out) 0.13
E2 0.26
E3 0.41
E5 2.94
T1 (out) 0.82
T2 0.48
T3 0.20
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In silico analysis of the identified sequences

As detailed on Tables S1-S3, none of the identified hazel-
nut peptides were found to be toxic agents in silico [25].
As anticipated, “out” fractions were mostly found to dem-
onstrate higher pl values compared to the later fractions.
However, the majority of the peptides (53.6%) had a pl
value of <7, while approx. 61% was characterized by a
predicted pl value < 8. A number of high pI peptides were
also observed in the column-bound fractions. These find-
ings are of practical interest, since cationic peptides could
demonstrate various bioactivities including anti-microbial
activity [34]. Since the majority of the current peptides were
not listed in peptide databases, some of the current find-
ings pointed out to the identification of novel proteins and/or
peptides. All peptides listed on Tables S1-S3 were different
than ACE inhibitory peptides (namely AVKVL, YLVR and
TLVGR) purified by Liu et al. [16] from Asian hazelnuts
(Corylus heterophylla Fisch.).

Based on PeptideRanker evaluation (Tables S1-S3),
active fractions were demonstrated to contain both active
(i.e., ACE inhibitory) and inactive peptides. In thermoly-
sin-treated fractions, 22 different peptides demonstrated a
PeptideRanker score of > 0.5. Similarly, 3 chymotryptic and
4 tryptic peptides were expected to be bioactive according
to their PeptideRanker values. In total, potentially bioac-
tive peptides accounted for approx. 16.2% of the identified
peptides (i.e., 29 out of 179). Similar to our earlier findings
[17], non-gastrointestinal thermolysin was found to be more
efficient in the generation of ACE inhibitory peptides from
hazelnut proteins compared to trypsin and chymotrypsin,
both in terms of the number of inhibitory peptides generated
(Tables S1-S3), and the extent of in vitro ACE inhibition
(%) (Fig. 2).

In the next set of investigations, in silico verified ACE
inhibitory peptides were studied for their interactions with
human ACE based on Pepsite2 methodology [28]. The
mechanism of interaction between ACE and the peptide with
highest PeptideRanker score for each proteolytic treatment
was examined and a sample figure was presented (Figure
S4). Namely SPLAGR, VPHW and PGHF peptides were

analyzed. PeptideRanker is a respectable tool that has been
utilized as a prediction tool in a number of studies on the
evaluation of bioactive food peptides (for example, [36, 39]).
Table 2 summarizes the amino acids in these 3 peptides that
could potentially interact with ACE. In all cases, the binding
models were shown to be statistically significant and their
potential ACE inhibitory activity was also verified by BIO-
PEP “Calculations” tool [27] (data not shown).

Based on the most probable model, SPLAGR tryptic pep-
tide was predicted to yield 16 potential binding points (i.e.,
amino acids) on the ACE molecule (Table 2) and hence,
potentially induce inhibition. Since human ACE consists of
1306 amino acids, the interaction between a certain peptide
and ACE molecule being limited to only specific 16 amino
acids may be classified as a relatively “specific” interac-
tion. For comparative purposes, ACE inhibitory VPP peptide
[40] was investigated as a reference and predicted to bind 14
different amino acids on ACE molecule. IPP and VPP are
possibly the most intensely investigated bioactive food pep-
tides. They are lactotripeptides generated from milk casein.
They have been studied in many clinical studies in addition
to in vitro experiments [41-43]. Furthermore, some com-
mercial products (i.e., food supplements) that include these
peptides in their formulations are currently available. These
peptides could also form in situ in partially fermented dairy
products. Consequently, they are valuable food components
that can be regarded as a reference point for novel food pep-
tides. In that sense, we have utilized VPP as a reference
molecule for in silico predictions. Among the potentially
VPP bound amino acids, 11 of them were predicted to be
common with hazelnut peptides listed on Table 2, while 3 of
them (bold on Table 2) were specific to VPP. Similarly, chy-
motryptic VPHW and thermolysin generated PGHF could
interact with 10 and 11 amino acids, respectively, of ACE,
potentially leading to inhibition (Table 2).

For the peptides listed on Table 2 and their potential
binding sites on ACE, a brief in silico analysis was carried
out to determine pl values and molecular charges (Table 3).
In these calculations, ACE amino acids were treated as an
intact peptide. The findings demonstrated that VPP and its
corresponding binding sites had similar pI and differences

Table 2 List of the active amino acids on current sequences that potentially interact with ACE and comparison of the potential binding sites

Sequence Active amino acids p value

Potentially bound amino acids on the ACE molecule

SPLAGR Pro-2 Leu-3 Ala-4 Gly-5 Arg-6 0.0001473 Trp279, GIn281, His353, Ala354, His383, Glu384, Glu 411, Asp415, Phe457, Phe460,
Lys511, His513, Tyr520, Tyr523, Ser526, Phe527

VPHW  Val-1 Pro-2 His-3 Trp-4
PGHF Pro-1 Gly-2 His-3 Phe-4

Tyr523
VPP Val-1 Pro-2 Pro-3

3.959E-05 GIn281, His353, Ala354, His383, Glu411, Asp415, Lys511, His513, Tyr520, Tyr523
2.263E-05 GIn281, His353, His383, Glu384, His387, Glu411, Phe457, Lys511, His513, Tyr520,

2.951E-06 GIn281, His353, His383, His387, His410, Glu411, Ala412, Asp415, Phe457, His513,

Tyr520, Tyr523, Ser526, Phe527

VPP peptide was included as a positive control
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Table 3 pI values and corresponding charge pairs for the bioactive
peptides that potentially interact with ACE and their potential binding
sites on the ACE molecule

Sequence plvalue Corre- pl value for poten- Corre-
sponding tially bound ACE sponding
charge amino acids charge

SPLAGR 10.11 1 5.76 -0.5

VPHW 7.1 0.5 6.29 0.5

PGHF 7.1 0.5 5.76 -0.5

VPP 5.88 - 6.17 0.5

ACE inhibitory VPP peptide was included here as a positive control

Table 4 Molecular docking scores for the most probable ACE-inhibi-
tor for each and every protease treatment along with the VPP peptide
vs human ACE

Rank Docking score

VPP VPHW PGHF SPLAGR
1 —96.288 —202.233 —192.080 —179.023
2 - 95.176 —197.225 —192.059 —178.591
3 —92.827 —197.045 —190.518 —177.795
4 —91.325 —196.942 —190.407 —177.455
5 —91.268 —196.027 —190.313 —174.295
6 —90.473 — 194.653 — 188.750 — 174.087
7 —90.455 —193.983 — 187.640 - 172.810
8 —89.591 —193.341 — 187.408 —172.625
9 —89.312 —192.846 —187.271 - 172.512
10 —89.203 —192.718 — 185.796 —171.870

in molecular charges were small, consequently, the elec-
trostatic interactions were relatively less influential. In the
current case, the differences between pl and charge values
for the 3 peptides and their potential binding sites on ACE
were more pronounced, especially for the tryptic SPLAGR
peptide (Table 3). Consequently, in the current samples,

electrostatic interactions may have a stronger influence on
the ACE inhibitory activity.

Molecular docking

Using a molecular docking approach, peptide—protein inter-
actions were also studied via HPEPDOCK, which generated
docking scores and 3D protein—peptide interaction images
[30]. The docking scores for the interactions between the
current potentially bioactive peptides and human ACE were
summarized on Table 4. In HPEPDOCK, the first model
energy scores are the best out of the energy scores obtained
from 100 different models related to Protein—Peptide interac-
tions. VPP peptide achieved an energy score of — 96.288 in
HPEPDOCK, while VPHW, PGHF and SPLAGR peptides
were assigned energy scores of — 202.333, — 192.080 and
— 179.023, respectively. Based on these docking scores, the
current peptides were predicted to demonstrate a stronger
interaction with ACE compared to the VPP peptide. In addi-
tion, Figure S5 demonstrated the regions of interaction for
all cases, which were visibly different in all cases.

ADMET analysis and half-life of the peptides

ADMET properties of the most probable ACE inhibi-
tory peptides listed on Table 2 were studied in silico [29].
In terms of absorption characteristics (Table 5), tryptic
SPLAGR, chymotryptic VPHW, and thermolysin generated
PGHEF peptides could not penetrate the blood—brain bar-
rier (BBB) or demonstrate Caco-2 permeability. However,
VPHW and PGHEF could be absorbed in the human intestinal
absorption (HIA) system.

The major peptide transporters expressed in Caco-2
include HPT1 and PepT1 and it was shown that with altera-
tion to the cell model or origin, the level of expression could
be tailored [44]. Following oral administration, the major
peptide transporters in the human body include PepTl,

Table 5 Critical ADMET

SPLAGR VPHW PGHF
parameters for the most
probable ACE-inhibitor for each Absorption Blood—Brain barrier _ _ _
and every protease treatment Human intestinal absorption — — + +
Caco-2 permeability - - -
Metabolism  CYP450 2C9 substrate Non-substrate Non-substrate Non-substrate
CYP450 2D6 substrate Non-substrate Non-substrate Non-substrate
CYP450 3A4 substrate Non-substrate Substrate Non-substrate
CYP450 1A2 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
CYP450 2C9 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
CYP450 2D6 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
CYP450 2C19 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
CYP450 3A4 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
Toxicity Carcinogens Non-carcinogens ~ Non-carcinogens  Non-carcinogens
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PepT2, PhT1, and PhT2 [45]. While Peptl is a low-affinity,
high-capacity transporter that is predominantly expressed
in the intestine, Pept2 is a high-affinity, but low-capacity
transporter that has a broader tissue distribution predomi-
nantly in the kidneys. Peptl was described as the carrier
responsible for the uptake of di- and tripeptides in the small
intestine. Previously some ACE inhibitors were shown to be
transported via Peptl, whereas the specificities of certain
peptides could affect their transportation characteristics with
Peptl or Pept2 [45]. In addition, since the 2 of 3 peptides
studied here include a histidine residue (H), PhT1 or Ph'T2
might also be relevant for their uptake.

In terms of metabolic characteristics (Table 5), these
three peptides were mostly not substrates or inhibitors for
Cytochrome P450 (CYP450) enzymes. The only exception
was that chymotryptic VPHW could potentially serve as a
substrate for CYP450 3A4 enzyme. Cytochrome P450 (CYP
450) is a hemeprotein that plays a key role in the metabo-
lism of drugs and other xenobiotics [46]. As indicated in the
previous literature, there might always be a certain likeli-
hood that small peptides or peptide drugs might result in
CYP inhibition which in turn could lead to drug—drug inter-
actions and side effects [47]. Based on these information,
current findings could imply a slight potential to generate
interactions with other xenobiotics.

Finally, none of the peptides were classified as carcino-
gens by the admetSAR system [29]. Based on these findings,
the hydrolysates generated from hazelnut protein isolates
are well-tolerable, potentially non-toxic, non-carcinogenic
components which do not or minimally affect the usual
metabolism or the pharmokinetics of medicinal components.
Meanwhile, intestinal uptake seems to be possible in the
human body.

In addition to ADMET characteristics, potential lifespan
of the bioactive peptides is also critical in the circulatory
system. Hence, the half-life of these three peptides in blood
was predicted in silico via PLIFEPRED [31]. Based on the
predictions, the half-lives of the current peptides and the ref-
erence were found to be approx. 834, 981, 834 and 837 s for
PGHEF, SPLAGR, VPHW and VPP, respectively. Essentially,
the half-life of all 4 peptides was reasonably comparable and
they can all be classified as relatively short-lived peptides.

Discussion

To summarize the findings, in the current work, a variety of
hazelnut protein hydrolysate fractions bearing weakly ani-
onic and cationic sequences were generated and analyzed for
ACE inhibitory potential. SPLAGR peptide listed on Table 2
consisted of 50% hydrophobic, 16.67% basic and 33.33%
neutral (i.e., 2 in 6) residues. For VPHW, the sequence was
characterized by 75% hydrophobic and 25% basic (i.e., 1 in
4) residues. For PGHF, 50% of the residues in the sequence
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were hydrophobic, and 25% each were basic and neutral
residues, respectively. Consequently, while all three were
considerably hydrophobic, there was some positive charge
in all cases, which suggested electrostatics could potentially
influence ACE inhibitory activity.

Hydrophobic characteristics and/or positive charge of
C-terminal amino acid is highly influential on the activi-
ties of small ACE inhibitory peptides (i.e., <6 amino acids),
whereas possibly due to the steric effects, C-terminal is less
influential for larger peptides [48]. Previously, positively
charged C-terminal lysine or arginine residues in casein
based peptides were shown to contribute to ACE inhibition
[49]. The three small peptides studied here were character-
ized by C-terminal arginine, tryptophan and phenylalanine
residues. Two of these residues are potentially non-charged
and non-polar residues, while one has polar and basic char-
acteristics (arginine). The data acquired by Liu et al. [16]
on Asian hazelnuts also demonstrated that ACE inhibitory
peptides mostly consisted of hydrophobic and basic resi-
dues. Here, while anion exchange was utilized, the presence
of apolar and/or basic residue bearing peptides primarily
enhanced the ACE inhibition potential.

The findings pointed out to the low toxicity, non-carcino-
genicity and short circulation attributes of hazelnut peptides
along with their potentially strong binding with human ACE.
The effectiveness (IC50) of these peptides was comparable
to various foods resources, while relatively short circulation
durations remain to be a major problem for many unmodified
food peptides including the current hydrolysates.

Conclusion

Based on simple aqueous extraction techniques, hazelnut
protein isolates can be generated in a fashion that can be
scaled up to industrial settings. Current investigations pre-
dicted that hazelnut protein hydrolysates were well-tolerable,
potentially non-toxic, and non-carcinogenic. The peptides
identified here were not identical to the peptides generated
from Asian hazelnuts [16, 50].

Although purification of bioactive peptides generates
high-activity products, here, we have effectively demon-
strated that multiple fractions in the enzymatic hydrolysates
possessed ACE inhibitory characteristics. In terms of manu-
facture costs in commercial applications, such as functional
foods and food supplements, we think that less purified frac-
tions or in some cases, a total hydrolysate is more likely to
be exploited. While further work on synthesis of the cur-
rently identified peptides and their re-evaluation is inargu-
ably necessary, MS-based identification of hazelnut peptides
could lead the path to the design of functional agents that
can be utilized in functional foods, food supplements and
pharmaceutical formulations. Unless stabilized through
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encapsulation, molecular complexation, conjugation or other
means of stabilization including molecular modification,
many food bioactive peptides could bear various digestive
and/or circulatory stresses in the human body, which in turn
could reduce their effectiveness. This problem remains to
be an under-investigated issue in the food bioactive peptides
including that of hazelnuts.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s00217-021-03700-6.
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ABSTRACT

Hazelnut (Corylus avellana 1..) is a rich source of proteins which are concentrated in deoiled meals during hazelnut oil
manufacture. Here, an 4 vitro attempt was made to evaluate the biological functionality of tryptic hazelnut peptides. In
our i silico investigations, a specific subset of hazelnut proteins was predicted to demonstrate ACE-inhibitory and DPP-
IV-inhibitory activities. Consequently, hazelnut protein concentrates were produced from cold press deoiled meals and
subjected to tryptic hydrolysis (37°C). The progress of trypsinolysis was monitored using size exclusion chromatography
(SEC), fast protein liquid chromatography (FPLC) and Raman spectroscopy. While the protein hydrolyzates had limited
ACE-inhibitory activity, after 240 min of trypsinolysis, ACE-inhibitory activity was approximately 40% at a relatively
low protein concentration level. Although further clarifications are necessary, current findings demonstrated hazelnut
meal could be considered as a valuable source of ACE-inhibitory peptides that can be utilized in the formulation of
functional foods and food supplements.

Keywords: Cold press meals; plant protein peptides; common hazelnut (Corylus avellana 1..); trypsinolysis; ACE-
inhibition.

SOGUK PRES FINDIK POSALARINDAN URETILMIS TRIPTIK PEPTITLERIN IN
VITRO ACE INHIBE EDICI AKTIVITELERI UZERINE ON INCELEMELER
oz
Findik (Corylus avellana 1..) proteince zengin bir kaynaktir ve soguk pres findik yag: Gretimi siirecinde olusan
findik posalari proteince de zenginlesmektedir. Bu c¢alismada, triptik findik peptitlerinin = biyolojik
fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in iz vitro analizlerde bulunulmustur. Grubumuzun 6nceki ¢alismalarinda, 7
silico yontemlerle findik peptitlerinin biyoaktivitelerini incelemek i¢in findik proteinlerinin spesifik bir alt kiimesi
incelenmis ve ACE- ve DPP-IV-6nleyici aktivitelerin varligi 6ngbrillmustiir. Bu bulgulara bagli olarak, soguk
pres yonteminde ortaya ¢ikan findik posalarindan, findik proteini konsantreleri tretilmis ve bu konsantreler
triptik hidrolize (37°C) tabi tutulmustur. Tripsinoliz prosesi, boyutsal ayrim kromatografisi (SEC), hizli protein
stvi kromatografisi (FPLC) ve Raman spektroskopisi kullanilarak takip edilmistir. Enzimatik muamele
gérmemis protein konsantrelerinin sinirlt ACE inhibe edici aktivitesi varken, 240 dakikalik tripsinolizde olusan
peptitlerin  ACE-inhibit6r aktivitesi, dusiik protein konsantrasyonlarinda dahi yaklasik %40 duzeyinde
gerceklesmistir. Mevcut bulgular, findik posasinin ACE-inhibitor peptitler agisindan énemli bir kaynak olarak
degerlendirilebilecegini ve findik posasindan hidrolizatlarinin fonksiyonel gidalarin ve gida takviyelerinin
formiilasyonunda kullanilabilecegini g&stermistir.
Anahtar kelimeler: Soguk pres posalary; bitki proteini peptitleri; findik (Corylus avellana 1..); tripsinoliz; ACE-
inhibisyonu.
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INTRODUCTION

Due to the ever increasing global demand for
proteins, affordable and high quality protein
products are highly sought after. Consequently
plant proteins represent a sustainable source of
proteins for human diets. Since the conversion
efficiency of plant proteins to animal proteins is
fairly poor (approximately 15%) (Day, 2013), it
makes perfect sense to search for alternative ways
to utilize plant proteins in foods and other
consumer products. Consequently, one of the
research priorities in our group is the valorization
of cold press and other oil processing by-products
(i.e., deoiled meals of oil fruits and oil seeds) with
the aim of generating a variety of economic plant
protein products and their corresponding
hydrolyzates. Since protein content in oilseeds
and oil fruits is relatively high and proteins are
further concentrated upon deoiling, they
represent a reasonably economic and sustainable
resource for protein manufacture.

Hazelnuts (Corylus avellana 1..) are among the
major agricultural products of Turkey, where
approximately 80% of the global production is
carried out (roughly 550,000 tonnes per year)
(Ozdemir and Akinci, 2004), while the other
major producers include other Mediterranean
countries and western USA. Hazelnuts are rich in
oil content (approx. 60%) and known to
demonstrate various bioactivities including their
cardioprotective effects. This effect is possibly
due to the mono- and polyunsaturated fatty acids
in the hazelnuts (Parcerisa et al., 1997). Other
bioactive compounds of the hazelnuts include
polyphenols, tocopherols and squalene (Alasalvar
et al., 2006, 2009; Dogan et al. 2007). According
to Miraliakbari and Shahidi (2008), phytosterols
and phytostanols contribute to the cholesterol
lowering and antioxidant properties of hazelnuts.

Industrial production of cold press hazelnut oil is
also increasing which means the deoiled meal
represents an increasing potential of valorization.
According to the data provided by Alphan et al.
(1996), it is possible to anticipate up to 45%
proteins in the meal. Although there is some data
on the technical functionality of hazelnut proteins
(Tatar et al., 2015), the data on possible bioactive

characteristics of hazelnut proteins (Aydemir et
al., 2014) and their hydrolyzates are truly scarce.
Most of the literature related to the hazelnut
proteins so far focused heavily on the reduction
of food allergies (Ortolani et al., 2000; Vieths et
al., 1999; Flinterman et al., 2008). It is noteworthy
that the relative digestive stability of hazelnut
allergens were found to be lower compared to
peanut allergens (Vieths et al., 1999).

Bioactive peptides may form during the
processing or digestion of protein-containing
foods (Vermeirssen et al., 2004). Furthermore,
using proteases, bioactive peptides can be
produced by breaking down food proteins 7 vitro.
Enzymatic preparation of bioactive peptides are
highly advantageous since the use of toxic
chemicals and organic solvents can be avoided
and the final products are suitable for use in food,
cosmetics and pharmaceutical products (Agyei
and Danquah, 2011), while the demonstration of
a variety of bioactivities including anti-oxidative,
anti-carcinogenic, antimicrobial activities as well
as ACE-inhibition activities can also be possible.

In our previous studies, an attempt to predict the
potential bioactivities of peptides generated from
hazelnut proteins was made i silico and a specific
subset of hazelnut proteins was predicted to
primarily demonstrate ACE-inhibitory and DPP-
IV-inhibitory activities, while anti-oxidative
activity was a much less likely third category
(Giilseren, 2018).

Angiotension  I-converting enzyme (ACE)
converts angiotensin I to angiotensin II, which is
a vasoconstrictor. Also, ACE hydrolyzes
bradykinin, which is a wvasodilator peptide.
Consequently, ACE action elevates blood
pressure in humans (Vermeirssen et al., 2004;
Hartmann and Meisel, 2007). ACE-inhibitory
peptides have the capabilities of reducing blood
pressure and the likelthood of hypertension
(Vermeirssen et al., 2004). Although bioactive
peptides are usually not as efficient as synthetic
drug molecules, due to the absence of
pronounced side effects, they can conveniently be
utilized in functional foods or food supplements
(Li et al., 2005). Furthermore, it is thought that the
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rate of bioactive peptide removal from the body
is lower than that of synthetic drugs and the
affinity to tissues is higher (Erdmann et al., 2008).

In this study, a further attempt was carried out in
order to investigate the ACE-inhibition
characteristics of tryptic hazelnut peptides i vitro.
Due to the promising results presented here, a
comprehensive study on the influence of various
proteases on bioactivities and allergenic
characteristics of hazelnut proteins is cutrently
being executed.

MATERIALS and METHODS

Production of protein concentrates

Cold press deoiled hazelnut meal samples were
generously donated by Oneva (Neva Foods Ltd.,
Istanbul, Turkey), a local manufacturer of cold
press oils. In all cases, the maximum temperature
observed by the cold press samples was lower
than 40°C. All chemicals used were of reagent
grade and purchased from Sigma-Aldrich, unless
otherwise stated.

Protein extraction was based on the alkaline
extraction-isoelectric  precipitation  (AE-IP)
method. In this technique, firstly, solubilization of
protein molecules at basic pH is carried out,
which was followed by the isoelectric
precipitation at acidic pH values (Boye et al.
2010). Briefly, 50 g of deoiled meal was dispersed
in water (1:15, w/v) and the pH of the medium
was adjusted to pH 9.5 using 1.0 N NaOH. The
dispersions were kept stirred at 500 rpm at
ambient temperature (22+1°C) for 2 h to facilitate
hydration.  Immediately  afterwards,  the
dispersions were centrifuged at 10000Xg for 15
min at 4 °C using a CR22N high-speed
refrigerated centrifuge (Hitachi Koki Co., Ltd,,
Tokyo, Japan). The supernatant containing the
solubilized proteins was collected and the
medium pH was adjusted to pH 4.5 in order to
induce isoelectric precipitation. To ensure the
completion of protein precipitation, the
supernatant was once again centrifuged at
identical conditions. The pellet was collected and
immediately frozen at —20 °C. Frozen samples
were lyophilized using a Teknosem TRS 2/2V
freeze drier (Teknosem Corp., Istanbul, Turkey).

In vitro trypsinolysis

Trypsinolysis was carried out based on the
previous literature (Glilseren and Corredig, 2013).
An aqueous dispersion of the protein concentrate
was prepared in 50 mM sodium phosphate buffer
(pH 7) at a protein concentration level of 1% by
stirring for 1 h. Trypsin was obtained from Sigma
Aldrich Corp. (T1426). Tryptic digestion was
carried out for 2 h at an enzyme to protein ratio
of 1:1000 (w/w) on a thermomixer (MIULAB
Thermo Shaker Incubator, 37°C, 1000 rpm).
Immediately afterwards, the digest was heated to
95°C and held at this temperature for 5 min. The
samples were rapidly cooled using ice. Upon
reaching the ambient temperature, the samples
were centrifuged for 30 min at 5000xg to remove
insoluble aggregates. Prior to chromatographic
analysis, all samples were filtered through 0.45 pm
PTFE syringe filters (Isolab, Germany).

Size exclusion chromatography (SEC)

In order to monitor the progress of trypsinolysis,
size exclusion chromatography was utilized on a
Shimadzu LC-20AD HPLC system (Shimadzu
Scientific Instruments) which consisted of a
pump, thermostated column compartment and
photodiode array detector. Immediately after

trypsinolysis, the molecular size distribution of

the partially hydrolyzed peptides were analyzed

using a desalting column (HiTrapTM desalting

column, Product No: 17-408-01, GE Healthcare,
Uppsala, Sweden). The column equilibration and
elution buffer was 50 mM phosphate buffer (pH
7) which contained 0.5 M NaCl. An isocratic flow
was utilized (1 ml/min and 40°C). The detection
wavelength was 214 nm. As a molecular size

reference, a standardized BSA solution was used
(Product No: P5619, Sigma-Aldrich Corp).

Fast protein liquid chromatography (FPLC)
Hazelnut proteins and their
peptides  were  also analyzed
AKTA - Pure FPLC System (GE). In order to
facilitate separation, 1 ml HiTrap DEAE FF
anion exchange columns (GE) were utilized.
Analysis was carried out for 40 column volumes
(CV) using 50 mM Tris-HCl buffer as the eluent
(pH 8.5), while a NaCl gradient (0-0.6 M) to
ensure fractionation. UV detection was carried
out at 280 nm.

corresponding
using
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Raman spectroscopy

Raman spectroscopy was carried out using a
Rigaku Progeny X2 instrument. The spectral
range was 200 — 2000 1/cm, while the spectral
resolution was 7 — 10 1/cm. TE cooled CCD
detection was used at a wavelength of 785 nm.
BSA reference solution was utilized for
comparative purposes.

Measurement of ACE inhibitory activity

All the solutions and reactants used in this assay
were prepared in 100 mM sodium borate buffer
(pH 8.3). ACE-inhibition assay was carried out
based on the method described by Sheih et al.
(2009) with slight modifications. 200 pl of 5 mM
HHL substrate (N-Hippuryl-His-Leu hydrate)
was mixed with peptide dispersions prepared by
trypsinolysis. The mixture was incubated at 37°C
for 10 min. Immediately afterwards, 20 pl of
concentrated trypsin solution was added to
generate an enzyme concentration of 1.68 mU in
the mixture. The incubation was cartied out for 0-
4 h at 37°C and stopped by the addition of 250 pl
HCI (1 M). The final mixture was injected into the
HPLC device for the determination of hippuric
acid (Sheih et al., 2009). Ascentis C18 Column
(4.6 mm ID X 250 mm, Supelco) with a particle
diameter of 5 um was used in the analysis. The
mobile phase was composed of 1:1 mixture of
ethanol and water by volume containing 1 ml/L
TFA. The absorbance was detected at 228 nm.
The analysis was carried out at 40°C at a flow rate
of 1 ml/min. In order to determine % ACE
inhibition, the performance of the peptide
samples was compared to the blank sample (i.e.,

\Mx1,000.000

water was added instead of peptide dispersion).
0.02% sodium azide was added to all samples and
solutions as a bacteriostatic in all cases.

Statistical analysis

Data were presented as the means * standard
deviations from at least triplicate experiments in
all cases. The differences between samples were
also evaluated based on statistical significance (P
<0.05). Statistical significance was determined
based on ANOVA tests.

RESULTS and DISCUSSION

Firstly, using a thermomixer, trypsinolysis of
hazelnut protein concentrates was carried out at
37°C at an enzyme: substrate ratio of 1:1000. The
progress in hydrolysis (0-4 h) was monitored
based on size exclusion chromatography (Figure
1). As time passed, the peaks slightly shifted to the
right-hand side of the spectrum indicating that
there were smaller moieties in the samples due to
enzymatic hydrolysis. Since the total number of
moles in the system might have increased and
some of the peptide bonds (i.e., 214 nm detection)
became more detectable, in some cases the total

peak area significantly increased as well
Variations in the molar extinction coeefficients
could also lead to this observation. As

trypsinolysis took place, an increasing extent of
smaller peptides were observed. Furthermore,
UV absorbance values decreased with hydrolysis
time as previously observed by De Gobba et al.
(2014).

T T T T T y T
0.5 1.0 1.8 20 25 30 35

T
40

T T T T T T
45 580 55 8.0 65 7.0 7.8 min

Figure 1. Size exclusion chromatography (SEC) analysis of trypsin treated hazelnut protein
concentrates. Time of hydrolysis (0-240 min) increased in the direction of the arrow. Every curve
represented a single time point in trypsinolysis (0, 15, 30, 60, 120 and 240 min).
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To further illustrate the differences between the
untreated protein concentrates and trypsin treated
samples (4 h), FPLC was utilized (Figure 2). Using
an anion exchange column and a linear gradient
of NaCl (0-0.6 M) for 40 column volumes (CV),
untreated and trypsin treated protein concentrates
were analyzed. Figure 2 demonstrated the
differences between the two samples clearly
pointing out that trypsionolysis took place. In the
hydrolyzed sample, a number of new peaks were
found to exist. Previously, it was shown that
FPLC approach can be utilized in the

fractionation of bioactive peptides and evaluation
of their bioactivities including ACE-inhibitory
characteristics (Kapel et al., 20006). The values for
UV absorbance decreased considerably due to the
formation of the new peaks which corresponded
to the formation of new peptide fractions. While
unbound fractions were detected rapidly prior to
the salt gradient, the increasing salt
concentrations enabled the elution of various
bound fractions.
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Figure 2. Elution of (A) untreated and (B) trypsin treated hazelnut protein concentrates based on
anion exchange separation. Conductivity data was plotted as a function of column volume (0-40 CV).
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In order to confirm the data obtained from
HPLC-SEC and FPLC analyses, Raman
spectroscopy was utilized in the analysis of
identical samples (Figure 3). BSA was added as a
reference protein to this measurement. Firstly, at
all levels of trypsinolysis, the main features in the
spectrum were Amide I and III bands and C-C
bands. In most cases while the duration of
enzymatic treatment increased, the intensity of
these bands became more intense possibly
indicating that amide bands were more available
for detection due to hydrolysis of the proteins.

a measure of the presence of a-helical proteins.
Increase in the intensity of this band could point
out to the fact that during trypsinolysis a-helical
content increased for the current samples.
Meanwhile Amide III band is characterized by C-
N bond stretching and N-H bond bending (Li-
Chan, 1996; Herrero et al., 2008a, b). Based on the
changes in Amide I1I band, it might be possible
to hypothesize that structural changes including
secondary and tertiary level took place due to
enzymatic hydrolysis. This could possibly be
influential on the biological and technical
functionality of the proteins as well, such as their

Amide I band is generally characterized by C-O water and/or oil binding, solubility, and
bond stretching and N-H bond bending in  hydrophilicity/hydrophobicity characteristics
peptides and proteins. In addition, its intensity is (Herrero et al., 2008a,b).
16000
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Figure 3. Raman spectroscopy analysis of trypsin treated hazelnut protein concentrates. Enzymatic
digestion was cartied out at 37°C at an enzyme: substrate ratio of 1:1000 (w/w). In order to enhance
the reproducibility, a thermomixer was utilized (1000 rpm). Every curve represented a single time point
in trypsinolysis (0, 15, 30, 60, 120 and 240 min). Reference sample was BSA with no trypsin treatment.

Aliquots from tryptic digests studied in the SEC,
FPLC and Raman experiments were collected and
further investigated in the ACE-inhibition assays
(Figure 4). Although small, the untreated protein
concentrate demonstrated a limited extent of
ACE-inhibitory activity (7.6%). With the
increasing extent of hydrolysis (Figures 1), the
extent of ACE-inhibitory activity also increased

and reached to about 40% inhibition after 4 h of
trypsinolysis (Figure 4). These findings were
coherent with our previous findings since most of
the ACE-inhibitory peptides were predicted to be
di- or tripeptides (Gtlseren, 2018), for which
becoming dominant in the system might require
extended treatments. In the literature, Teh et al.
(2016)  demonstrated that ACE-inhibitory
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activities of hemp protein hydrolysates treated
with various proteases generally increased with
enzymatic treatment durations up to 4 h. Current
data were coherent with these earlier findings,
whereas the extent of increase in ACE-inhibitory
activities of pinto bean protein hydrolysates were
found to be limited beyond 1 h when treated with
subtilisins (Garcia-Mora et al., 2015).

All the treatments induced statistically significant
differences in ACE inhibition compared to the
controls (P <0.05). At the same level, all the

differences from each other with the exception of
30 and 60 min samples, which were statistically
similar. However, these samples differed from
both other treatments and control samples as well
(P <0.05). Based on the cutrent results, hazelnut
meal could be considered as a valuable source of
ACE-inhibitory ~ peptides, and  hazelnut
consumption could lead to cardioprotective
effects due to the combined effects of both its oil
and protein fractions. Meanwhile the potential
influence of hazelnut proteins and peptides on
other bioactivities remain largely unexplored.

treatments  also  demonstrated  significant
60
50
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= 40
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Figure 4. % ACE inhibitory activity of tryptic peptides from the hazelnut protein concentrates as a
function of time. % Inhibition was calculated in comparison to a positive control where ACE activity
was taken as 100%.

CONCLUSION

In this preliminary report, i vitro studies were
carried out using hazelnut protein concentrates
and a modest extent of ACE-inhibitoty activities
were detected for all aliquots withdrawn from the
trypsinolysis  experiments. % ACE-inhibition
increased with the extent of trypsin treatment.
While studies on other bioactivities remain
unexplored so far, we are currently studying the
influence of protein isolation methodologies,
protein concentrations, and various proteases in
order to fully elucidate the bioactive potential of

hazelnut peptides as well as identifying the
cardioprotective proteins and peptides from the
hazelnuts. Another concern is the reduction of
allergenic effects during the enzymatic treatments,
which could further enhance the chances of
utilizing hazelnut peptides in food formulations.
Circulatory system diseases are the primary cause
of all death events in Turkey (approx. 40%)
(Anonymous, 2015) and many other countries
globally, which  practically implies the
cardioprotective potential of hazelnuts has to be
tully exploited.
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Abstract

Black cumin (Nigella sativa L.) is a seed that has been utilized in traditional medicine due to the bioactive characteristics of
seed oil and therein solubilized components. In the present study, using enzymatic proteolysis (0-2 h) and fast protein liquid
chromatography (FPLC)-based fractionation techniques, trypsin and papain hydrolysates of black cumin protein concentrates
were investigated for their dual antioxidative and acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activities. Peptides in the active
fractions were identified using a liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry (LC-Q-TOF/MS) based
analytical method, which further facilitated the in silico prediction of bioactivity for each and every characterized peptide
sequence. While the extent of AChE inhibitory activity mostly decreased with proteolysis, various antioxidative activities
increased during proteolytic treatments. Based on their relatively higher activities, 30 min papain treated hydrolysates were
fractionated into four major fractions and their antioxidative capacities were verified in vitro. Peptide profiles of the fractions
were investigated by LC-Q-TOF/MS analysis. Twenty different peptide structures were identified and their potential bioac-
tivities were verified in silico. The interactions of the sample peptides with AChE were simulated via molecular docking.
While anionic peptides were generated in this study, hydrophobic interactions possibly played a pivotal role in their dual
bioactivities (i.e., AChE inhibitory and antioxidative) and peptide length could also be influential.
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Introduction

Bioactive peptides are protein fragments that have posi-
tive effects on body functions. Based on their potential
influence, they can be classified as anti-microbial, anti-
thrombotic, anti-hypertensive, opioid, immunomodulatory,
mineral binding and antioxidative peptides etc. They are
normally hidden in the parent protein and often need to be
extracted out of their sequence to demonstrate activity [1].
The manufacture process for these peptides may require
fermentation, various food processing operations or enzy-
matic proteolysis [2]. Once an appropriate food protein
source has been identified for the manufacture of bioac-
tive peptides, utilization of a single protease or multiple
proteases to release the peptides of interest is a commonly
practiced method [3]. Food proteins can be hydrolyzed
using proteases such as trypsin, pepsin, chymotrypsin, bro-
melain, ficin, or papain to obtain bioactive peptides [4].
Valorization of industrial by-products is a relatively eco-
nomic route to generate bioactive peptides. For example,
antioxidative and antihypertensive peptides were obtained
from by-products of olive oil production [5].

Acetylcholinesterase (AChE) is an enzyme that
degrades acetylcholine to acetic acid and choline. During
the progression of Alzheimer’s disease (AD), the activ-
ity of AChE increases in the brain which in turn leads to
reduction in nerve conduction [6]. Therefore, inhibition of
AChE has become one of the most widely used treatment
options for AD [7].

Antioxidants from various sources play an important
role in the prevention of cancer and cardiovascular dis-
eases and in the reduction of the incidence of many other
diseases including diabetes, cancer, schizophrenia, and AD
[8]. It would be advantageous when an agent used against
AD could also perform antioxidative effects [6]. In com-
mercial uses, furthermore, natural antioxidants may be
preferred due to their consumer appeal. Natural bioactive
peptides with dual functionalities (i.e., AChE inhibitory
and antioxidative) might be utilized in value-added formu-
lations including functional foods and food supplements.

Black cumin (Nigella sativa L.) has been accepted as
a medicinal plant due to some of its valuable components
[9]. It is cultivated in many countries including Turkey
and Eastern Mediterranean regions and has traditionally
been used as an herbal medicine [10]. Previous studies
have also shown that black cumin extracts demonstrated
antimicrobial activity [11]. Its bioactive properties mostly
originated from the presence of thymoquinone and essen-
tial oils [12, 13]. Recently, black cumin oil has become
one of the most frequently used substances in food and
health applications. Many biological activities have been
attributed to black cumin seeds possibly indicating that

black cumin components other than seed oil could also
demonstrate bioactivities [9].

The consumption of black cumin seeds at reasonably high
quantities is relatively difficult. Hence, the generation of
functional or therapeutic components from the seeds could
enhance their technical and biological potential. For exam-
ple, protein concentrates and their derivatives could extend
the functionality of seeds in industrial products [14, 15].

In this study, identification of the bioactive potential of
black cumin protein hydrolysates and their corresponding
active sequences were targeted using in vitro assays, in silico
analysis techniques and mass spectrometry analyses which
linked the two sets of findings. The aim of these studies
included both the valorization of an industrial by-product
and exploration of bioactive potential for future commercial
uses.

Material and methods
Materials

Cold press deoiled black cumin cakes were donated by a
local company that produces cold press oils (Oneva Foods,
Istanbul, Turkey). The maximum temperature applied in
cold press processing was <40 °C in all of the cases, which
limited the extent of lipid oxidation in the samples (data not
shown). All the chemicals used in this study were obtained
from Sigma-Aldrich Corp (Schnelldorf, Germany).

Methods
Preparation of protein concentrates

Protein concentrates were obtained from deoiled cakes using
an alkali extraction-isoelectric precipitation technique [14].
Firstly, the size of the cake samples was reduced using a
blender and the powdered samples were mixed with water
(1:15 by mass; sample: water). The medium pH was set to
pH 9.5 (1 M NaOH) to ensure solubilization of protein mol-
ecules and the mixture was kept stirred using a magnetic
stirrer for 1 h. The resulting dispersion was centrifuged
(HITACHI, CR22N) at 15000xg for 1 h (4 °C) to separate
the undissolved matter. Medium was brought down to pH
4.5 using 1 N HCI and isoelectric precipitation was pro-
moted. To ensure the separation of undissolved materials,
centrifugation was administered under identical conditions
as the previous centrifugation step. The precipitated proteins
were collected and stored at —20 °C until lyophilization. Fro-
zen samples were lyophilized using a Teknosem TRS 2/2 V
instrument (Teknosem Corp., Istanbul, Turkey). The lyophi-
lized samples were also stored at —20 °C until hydrolysis.
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Protein contents of the lyophilized samples were determined
based on the Kjeldahl method [15].

Proteolytic hydrolysis of protein concentrates

Proteolytic hydrolysis was performed using trypsin and
papain enzymes [16]. Trypsin is a serine protease that
cleaves proteins primarily at Arg-X and Lys-X regions [17].
Papain is an endolytic cysteine protease that cleaves pep-
tide bonds containing basic amino acids (arginine, lysine
and phenylalanine) [18]. An aqueous dispersion (1%) of
black cumin protein concentrate was prepared in 50 mM
potassium phosphate buffer (pH 7) using a magnetic stirrer
(1 h, 25 °C). Then the dispersion (20000xg for 10 min) was
centrifuged to separate the insolubles. The supernatant was
transferred to Eppendorf tubes at an enzyme:protein ratio
of 1:1000 for both enzymes and enzymatic hydrolysis was
performed for 2 h using a thermomixer (MIULAB MTC-
100 Thermo Shaker Incubator, 37 °C, 1000 rpm). In order
to stop the enzymatic activity, the tubes were transferred
to a 95 °C water bath. The hydrolysates were then quickly
cooled using ice until the sample temperature reached to the
ambient temperature. Once again, insolubles were separated
using a microcentrifuge (Neuation, i Fuge M08). Finally, all
samples were passed through cellulose acetate syringe filters
(0.45 °m) and stored at —80 °C until further analyses.

Acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity test

AChE inhibitory activity test was used to examine potential
anti-Alzheimer effects of the obtained protein concentrates
and hydrolysates. An aliquot of each sample (10 pl) was
mixed with 150 pl of sodium phosphate buffer (0.1 M, pH
8), and 1 ml of AChE enzyme solution (0.1 units.ml™").
The mixture was kept incubated at 25 °C for 15 min on the
thermomixer (1000 rpm). Subsequently, 10 pl 5,5-dithio-
bis-(2-Nitrobenzoic acid) (DTNB) solution (10 mM) and
10 pl of acetylthiocholine iodide (ATCI) solution (14 mM)
were added and the color product formation was observed.
After 10 min, absorbance measurements were performed at
412 nm [6].

Antioxidative activity tests

Various antioxidative activity tests were carried out to eluci-
date the potential mechanisms of oxidative reactions.

DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay
DPPH radical is a synthetic radical used to measure the free
radical removal activity of compounds with antioxidative

potential [19]. Ethanolic DPPH solution yields purple color,
which is discolored by the antioxidants. Hydrolysate samples

@ Springer

(0.1 ml) were mixed with 0.1 ml of DPPH solutions (53 mg
DPPH. L™! methanol). Samples containing only peptide
preparation buffer, DPPH with buffer, DPPH with enzyme
and DPPH with protein were also prepared for measure-
ments as standards and references. All samples containing
DPPH were incubated in the dark for 15 min before meas-
urements. Then, absorbance measurements were performed
at 515 nm [20, 21]. Inhibitory capabilities of the samples
were evaluated in comparison to the control samples.

Iron chelation activity assay

In the iron chelation activity test, ferrozine, which is a strong
iron binding reagent, and the sample to be analyzed are
mixed in the presence of Fe?* ions to compete for iron bind-
ing [21]. The Fe**/ferrrozine complex yields a strong red
color and its intensity decreases as the complex formation
is prevented by inhibitors [22]. In accordance with Ebra-
himzadeh et al. [23], the capacity of black cumin proteins
and peptides to chelate Fe** ions was determined. 0.5 ml
of hydrolyzed peptide dispersions (02 h) were mixed with
1.6 ml of water and 0.05 ml of 2 mM FeCl,. After 30 s of
incubation at ambient temperature, 0.1 ml of 5 mM ferrozine
was added to the mixture and incubated for 10 min in the
dark. The absorbance of Fe?*-ferrozine complex was meas-
ured at 563 nm. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
0.2 mg.mL_l), the most powerful iron chelator known, was
a positive control in the evaluation of the chelation activity.
Buffer, enzyme and protein concentrate samples were also
measured as references or blanks.

Hydroxyl radical scavenging activity assay

Hydroxyl radical (OH") is the free radical that forms through
the reduction of hydrogen peroxide and has the highest tox-
icity due to its high reactivity [24]. Since it is character-
ized with a short half-life, hydroxyl radical can cause great
damage and lead to the formation of other radicals [25]. In
this assay, an aliquot from 10 mM FeSO, solution (0.1 ml),
0.1 ml of 10 mM EDTA, 0.5 ml of 10 mM a-deoxyribose,
0.9 ml of potassium phosphate buffer solution (pH 7) and
0.2 ml of protein or peptide dispersions were mixed. 0.2 ml
of 10 mM H,0, was added to this mixture and the samples
were incubated for 1 h at 37 °C (1000 rpm). Afterwards,
1 ml 2.8% trichloroacetic acid (TCA), and 1 ml 1.0% thio-
barbituric acid (TBA) were added to the sample tubes and
the samples were kept in a boiling water bath for 15 min.
Absorbance values were measured at 532 nm when samples
were cooled to ambient temperature. Similarly, absorbance
values for the buffer solution and enzymes were measured
in the absence of protein or peptide samples [26].
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Fractionation of protein hydrolysates

Since the highest signal intensity and antioxidative activity
were mostly observed in 30 min papain treated hydrolysates,
these samples were used in the fractionation experiments.
Black cumin protein hydrolysates were separated using 1 ml
Capto DEAE (i.e., weak anionic) column at a rate of 1 ml
per minute based on various pre-trials and fractionated using
AKTA Pure 25 L (GE Life Sciences, Sweden) FPLC system
supplied with UV and conductivity detectors. A 0-100% salt
gradient (i.e., 0—1 M) was administered over 35 CV (column
volumes), where 20 mM Tris—HCI (pH 8.0) sample buffer
and 1 M NaCl containing identical Tris—HCI elution buffer
were utilized. Fractions were collected by an automatic sam-
pler and cationic peptides were mostly discarded in the waste
stream [27].

LC-Q-TOF/MS analysis of hydrolysate fractions

Hydrolysate samples were incubated with 10 mM dithi-
othreitol (DTT) at 55 °C for 10 min to ensure the reduction
of the peptides. The reduced peptide mixtures were then
alkylated with 20 mM iodoacetamide (IAA) in the dark
at ambient temperature conditions. Samples were filtered
through 30 kDa filters. Peptide concentration of the samples
was determined and the samples were taken into vials for
LC-Q-TOF/MS analysis at 1 mg per injection. Prior to the
analyses, the detector and calibration settings were made via
MassLynx program specific to the Xevo G2-XS QTof device
(Waters). The peptide fractions were further fractionated
with an acetonitrile gradient (535%) in an HSS T3 column
based on their hydrophobicity and the separated peptides
were analyzed by mass spectrometry upon electrospray ioni-
zation. MS analysis was performed for 0.7 s and information
was collected about the entire peptide. Afterwards, MS/MS
analysis was performed for 0.7 s and the peptide fragmenta-
tion and sequence information was obtained. Peptides and
proteins were identified using ProteinLynx Global Server
(PLGS 3.0) software. Analysis was performed using the
appropriate databanks for each sample type. The selected
parameters for PLGS were based on the default settings of
Labmed, Acibadem University, Istanbul, Turkey where all
the LC-Q-TOF/MS analyses were carried out.

In silico analyses and molecular docking

Upon the acquisition of MS-data, the determined peptide
sequences were analyzed in silico for the prediction of their
physicochemical and bioactive characteristics. Firstly, the
isoelectric point, charge and toxicity assessment of the pep-
tides were analyzed based on the work of Gupta et al. [28].
The probability of peptide sequences being bioactive was
determined by PeptideRanker [29]. Finally, in cases where

bioactivity was observed and these observations were sup-
ported by in silico calculations, the interactions between the
respective peptides and the enzyme they inhibit (i.e., AChE
from human) were analyzed based on the method of Trabuco
et al. [30]. Using a molecular docking approach, peptide-
protein interactions were also studied via HPEPDOCK,
which generated docking scores and 3D protein-peptide
interaction images [31]. In order to analyze the influence
of the current hydrolysates in the human body, ADMET
(absorption, distribution, metabolism, excretion and toxic-
ity) properties of the hydrolysates were studied in silico [32].

Statistical analysis

The data collected in all of the experiments were reported as
sample means + standard deviation based on at least tripli-
cate experiments. Whether differences existed between vari-
ous treatments were studied based on statistical significance
(p<0.05).

Results and discussion
Acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity tests

Black cumin protein concentrate dispersions (1%) were sub-
jected to proteolytic hydrolysis with papain and trypsin. The
potential anti-Alzheimer activity of the hydrolysates were
analyzed based on their acetylcholinesterase (AChE) inhibi-
tory activities, as previously reported by Senol et al. [6]. The
results for these tests were summarized in Fig. 1. Firstly,
black cumin protein concentrates demonstrated mild AChE
inhibitory activities (28.72 + 1.8%) prior to hydrolysis. For
papain hydrolyzed samples, inhibitory activity gradually
decreased in comparison to non-hydrolyzed concentrates.

40
H Trypsin
€ 30 & Papain
£ @ )
‘S @]
= _ | |
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-
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% 10 L u
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Fig. 1 ACHE inhibitory activities of trypsin or papain treated (0-2 h)
black cumin protein hydrolysates

@ Springer



668

i. Zent et al.

Over a 2 h hydrolysis procedure, % inhibition values dropped
down to approx. 16.8%. For the trypsin hydrolyzed sam-
ples, the relation between hydrolysis duration and % inhibi-
tion was not clear. An average value of approx. 17.5% was
attained for all trypsin treatments. Consequently, in both
cases, it was not possible to enhance the inhibitory activ-
ity based on enzymatic treatments and the concentrates
performed as better AChE inhibitors than the hydrolysates,
while the unprocessed concentrates were reasonably effec-
tive in AChE inhibition. Previously, the molecular sizes of
peptides were found to be influential on the AChE inhibi-
tory characteristics of hemp seed protein hydrolysates [33],
which in turn might partly explain the reduction in AChE
inhibitory characteristics of the black cumin protein hydro-
lysates. In most cases, the concentrates and hydrolysates
generated a moderate AChE inhibitory effect, while the aver-
age AChE inhibitory activity of papain hydrolysates were
slightly higher than that of trypsin hydrolysates.

Antioxidative activity assays

In this study, multiple antioxidative tests were carried out
to determine the antioxidative performance of black cumin
protein concentrates and their hydrolysates against various
oxidative radicals. Black cumin protein concentrates treated
with papain or trypsin enzymes were studied using DPPH
inhibition, iron chelation and hydroxyl radical scavenging
activity tests.

DPPH inhibitory activity assay

The antioxidative potential of the protein hydrolysates and
fractions were analyzed based on the DPPH inhibition for
the samples hydrolyzed with papain or trypsin. The results
were summarized on Fig. 2a. DPPH inhibitory activity of
the non-hydrolyzed protein concentrate was found to be
approx. 30.4%. In papain hydrolysates, the activity gener-
ally increased with proteolysis duration. The highest activity
was obtained from the concentrate which was hydrolyzed for
120 min (approx. 59.8%), while the results for 30 min were
comparable at 52.8% inhibition. In trypsin hydrolysates,
after 15 min, % inhibition was 41.7%. Beyond 15 min, no
further increases in activity were recorded. In summary
while increases in proteolysis duration enhanced activity
for papain hydrolysates, that was not necessarily the case
for trypsin hydrolysates treated beyond 15 min.

Iron chelation activity assay
Iron chelation activity of black cumin protein concentrate
dispersions and their hydrolysates were analyzed after treat-

ment with papain and trypsin (0-2 h) (Fig. 2b). Once again,
in papain hydrolysates, iron chelation activity generally
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Fig.2 a % DPPH inhibition, b % iron chelation activity, and ¢ %
hydroxyl radical scavenging activity of black cumin protein concen-
trates and hydrolysates (0-2 h) treated with papain or trypsin

increased with proteolysis duration. In most cases, the
activity accounted for approx. 50% between 15 min and
2 h. In terms of shorter processing durations, the optimal
activity could be attained after 30 min of papain hydroly-
sis (57.33% +3.5). The hydrolysis duration was not highly
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correlated with the iron chelation activity in trypsin hydro-
lysates (Fig. 2b). While non-hydrolyzed protein concentrates
demonstrated an activity level of 42.27% +5.6, and the high-
est activity was observed after 60 min (54.91% + 1.5), fur-
ther extension of hydrolysis treatment reduced the activity
of the hydrolysates down to about 33%. Iron chelation activ-
ity test performed with EDTA (0.2 mg.ml~") demonstrated
89.03 £4.1% chelation activity. These results showed that
although they are not as effective as EDTA, black cumin
protein concentrates and their hydrolysates acted as natural
antioxidants with iron chelating potential.

Hydroxyl radical retention activity test

The hydroxyl radical retention activities of the black cumin
protein concentrate dispersions and their hydrolysates were
measured (Fig. 2¢). Non-hydrolyzed black cumin protein
concentrate was observed to demonstrate a hydroxyl radical
retention activity of 61.12 +1.5%. Papain hydrolysis gen-
erally leads to moderate reduction in the activity. Conse-
quently, non-hydrolyzed concentrates were mostly higher
in activity compared to the papain hydrolysates. Similar
results were obtained for trypsin hydrolysates, although the
extent of reduction in activity was mostly slight. In this test,
hydroxyl radical is produced in vitro by reaction of Fe? *
and H,0, and the hydroxyl radical retention activity of the
tested sample is measured. The samples exhibiting antioxi-
dant activity may also indirectly inhibit the formation of
hydroxyl radicals by chelating the Fe? * ion. Therefore, a
good chelation or hydroxyl radical retention effect of the
tested sample cannot be fully distinguished [25].

In order to enhance the antioxidative attributes of the pro-
tein hydrolysates, samples that demonstrated antioxidative
activity were subjected to FPLC-based fractionation. In all
antioxidative activity tests, maximum antioxidative activ-
ity of the hydrolysates was mostly obtained after 30 min of
papain treatment. Consequently, fractionation was primarily
carried out for 30 min papain hydrolysates.

DPPH inhibitory activity of the hydrolysate fractions

After a number of fractionation pre-trials with weak anionic,
strong anionic or cationic columns (data not shown), the
most intense peptide signals were obtained upon utilization
of HiTrap Capto DEAE anion exchange column, which is a
weak anionic column. Papain hydrolysates (P) were fraction-
ated over a linear salt gradient and the major peaks in the
chromatogram were divided equally into 4 major fractions
named as PA, PB, PC, and PD (Fig. 3). In order to determine
the corresponding antioxidative activities of the fractions,
DPPH inhibitory activity tests were administered (Fig. 4).
As the overall volume in the fractions was higher than the
injected hydrolysate samples, peptide concentrations in the

PA PB PC PD

—

Fig.3 Fractionation of papain treated (30 min) black cumin protein
concentrates using a 1 ml HiTrap Capto DEAE weak anionic column,
where a 0-100% salt (1 M NaCl) linear gradient was administered
over 35 column volumes
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Fig.4 DPPH inhibitory activities (%) of black cumin protein concen-
trates (P), their papain treated (30 min) hydrolysates and their cor-
responding fractions (PA, PB, PC and PD). In addition, hydrolysate
volumes in the DPPH assay mixtures were doubled (2PA, 2 PB, 2PC
and 2PD) to investigate concentration dependence. Standard deviation
was < 5% of the sample mean in all cases

fractions can be anticipated to decrease. Consequently, the
DPPH inhibitory activity of the fractions were lower com-
pared to that of non-hydrolyzed concentrates. The highest
activity was attained by the PA fraction which was the weak-
est anionic fraction. To ensure the presence of antioxida-
tive capacity in the samples, a second set of DPPH analyses
was carried out. In this case, twice the volume of hydro-
lysates was added to the assay medium to test the validity of
findings. In all cases, fractions demonstrated significantly
higher DPPH-inhibitory activity compared to the previous
tests. These findings might be attributed to the relatively
low concentrations of peptides in the fractionated hydro-
lysates. The double volume samples (2PA, 2 PB, 2PC and
2PD) demonstrated DPPH inhibitory activities (%) of 51.2,
43.4,43.9, and 55.1%, respectively. While the concentra-
tion, anionic behavior and composition of the samples might
be quite different, the inhibitory activity of each and every
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fraction was comparable to that of the non-hydrolyzed pro-
tein concentrates.

Mass spectrometry and in silico analyses

Active fractions from papain treated hydrolysates were ana-
lyzed using an LC-Q-TOF/MS methodology and a sample
spectrum is shown on Figure S1 of Supplementary Data.
Among these fractions, 20 different spectra were generated
and the spectral data were matched to the peptide structures
listed in Uniprot and PLGS databanks in order to elucidate
the sequences of active peptides. The determined sequences
were listed in Table S1 of Supplementary Data along with
their calculated physicochemical characteristics and bioac-
tive potential.

As detailed on Table S1, none of the black cumin peptides
identified here were found to be toxic agents in silico and pI
values of these peptides were in the range of approx. pH 44.7
[28]. Since the majority of these peptides were not located in
current databases, some of our findings possibly pointed out
to novel proteins or peptides. This is not surprising since the
current findings on black cumin proteins are mostly scarce
[15]. Among the 20 different peptides listed on Table S1,
3 of them (ASADTSNTGSVSEANAQYYQQEAGKLK,
YDLDFK, PICESLNILEYIDEIWPHNR) were found to
demonstrate a PeptideRanker score > 0.5 indicating poten-
tial bioactivity which supported the in vitro findings. Thus,
while the current peptides demonstrated antioxidative and/
or AChE inhibitory activity in vitro, PeptideRanker [29]
showed that some of them could demonstrate bioactivity.

Based on these findings, the potential interaction of a
sample peptide (YDLDFK, PeptideRanker score > 0.5) with
AChE was investigated in silico [30]. The findings are listed

the relative effectiveness (i.e., 12 potential site among 614
amino acids) of the model.

Furthermore, protein-peptide interactions were studied
through a molecular docking approach [31]. While informa-
tion about the binding site can be predicted by global peptide
interaction algorithms such as PepSite [30], HPEPDOCK
can be utilized for local peptide interactions, where binding
modes can be obtained by high resolution within the bind-
ing site. Table 2 and Fig. 5 demonstrate the docking scores
and high resolution images of the most probable interaction
models, respectively. In all cases, a significant interaction
was predicted between the peptides and AChE.

ADMET properties

ADMET properties of the potentially bioactive black cumin
peptides were investigated [32]. In terms of absorption char-
acteristics (Table 3), these peptides could not penetrate the
blood-brain barrier (BBB) or demonstrate Caco-2 perme-
ability. However, they could potentially be absorbed in the
human intestinal absorption (HIA) system enhancing their
chances of demonstrating bioactivity.

In terms of metabolism characteristics (Table 3), these
peptides were mostly not substrates or inhibitors for
Cytochrome P450 (CYP450) enzymes. The only excep-
tion was that they could potentially serve as a substrate for
CYP450 3A4 enzyme.

Table2 Docking scores of the predicted protein-peptide interac-
tions (A: YDLDFK, B: PICESLNILEYIDEIWPHNR and C: ASA-
DTSNTGSVSEANAQYYQQEAGKLK)

on Figure S2 of Supplementary Data and Table 1. Figure S2 Rank  Docking score-A  Docking score-B Docking score-C
demonstrated the interaction mechanism of the peptide and

ACHE visually, while Table 1 summarized which residues on ! ~173.050 —196.728 —188.242
AChE were likely to bind to the potentially inhibitor peptide. 2 —152.999 —189.498 —188.138
Consequently, in silico techniques predicted the probability 3 152,466 ~188.632 ~185.240

of binding between the potential inhibitor and AChE enzyme 4 ~150.510 ~186.037 ~178919

was significant (p <0.05) (Figure S2). According to the most > —148.780 ~185.870 —177.819
probable model, 5 amino acids in YDLDFK peptide were 6 —146.714 ~182.937 ~174.402
predicted to actively bind AChE, while 12 potential binding —146.642 —182.353 ~170.679

sites existed on AChE for YDLDFK binding which in turn 8 —145.991 ~182.372 —164.331
could cause inhibition. It should also be noted that human ~ ~ ~145.886 ~181.755 —163.081
AChE consists of 614 amino acids, which demonstrates 10 —144.130 —175.471 —161.933
Taple 1 ],“iSt‘Of thé? major Sequence Active amino acids P-value Potential binding sites on AChE
amino acids in which YDLDFK

peptide interacts with AChE YDLDFK Tyr-1 Leu-3 Asp-4 0.0005206 Tyr72, Asp74, Gly82, Trp86,

Phe-5 Lys-6

Tyr124, Trp286, Phe297, Tyr337,
Phe338, Tyr341, Tyr439, Met443

The most probable model (Model 1) was used
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Fig.5 Visual schematization of the interaction of the highest Pep-
tide Ranker value peptides in each and every enzymatic digest with
AChE. Molecular docking via HPEPDOCK was carried out for a
YDLDFK, b PICESLNILEYIDEIWPHNR and ¢ ASADTSNTGSVS-
EANAQYYQQEAGKLK peptides. The most probable model (Model
1) was used in all cases

Finally, none of the peptides were classified as carcino-
gens by the admetSAR system [32]. Based on these find-
ings, papain hydrolysates generated from black cumin pro-
tein concentrates are well-tolerable, potentially non-toxic,
non-carcinogenic components which do not or minimally
affect the usual metabolism or pharmacokinetics of medic-
inal components. Meanwhile intestinal uptake capabilities
seem to be present in the human body.

Discussion

In the previous studies, a novel peptide from Ziziphus
Jjujuba fruits was shown to demonstrate both AChE inhibi-
tory and antioxidative characteristics [34]. Furthermore, a
pentapeptide (EQRPR) obtained from rice bran potentially
possessed protective capabilities against Alzheimer’s dis-
ease since the reduction in cell cytotoxicity was achieved
on amyloid-induced neuronal cells [35]. Consequently,
plant protein hydrolysates seem to be a rational source of
ACHhE inhibitory and/or antioxidative active agents. Zare-
Zardini et al. [34] indicated that dual bioactivity (i.e.,
cholinesterase inhibitory and DPPH scavenging activities)
could be attributed to the hydrophobic characteristics of
their active peptide (i.e., Smakin-Z), which consisted of
approx. 80% of neutral and hydrophobic residues [36].

The three peptides investigated in detail here have
anionic characteristics as anticipated by the separation
method utilized (i.e., anion exchange) and demonstrated
by their calculated pI values. Under most physiological
pH conditions, negative charge potentially carried by
these peptides could affect their interactions with AChE
and their binding capabilities to positively charged metal
ions, which otherwise could promote oxidative reactions.
It is noteworthy that potential binding sites of YDLDFK
peptide summarized on Table 1 consisted of 50% neutral,
41.67% hydrophobic and 8.33% acidic (i.e., 1 in 12) resi-
dues implying that electrostatics were possibly secondary
in this potential interaction. Similar to Snakin-Z, other
peptides listed on Table S1 (ASADTSNTGSVSEAN-
AQYYQQEAGKLK and PICESLNILEYIDEIWPHNR)
demonstrated roughly 70% and 80% of combined neutral
and hydrophobic residues, respectively. It must be noted
that in various cases, bioactive peptides with acetylcho-
linesterase inhibitory activities were characterized with
relatively high molecular weights similar to the current
peptides (for example, Ahn et al. [37]). Both ideas were
coherent with the findings of Malomo and Aluko [38],
which also pointed out to the presence of hydrophobic res-
idues in their AChE inhibitory fractions prepared through
reverse phase HPLC based separation and located up to 11
amino acid active peptides in these fractions.

Our group previously found out that black cumin pro-
tein concentrates and their corresponding hydrolysates
demonstrated moderate ACE-inhibitory activities [14].
Here we have effectively demonstrated in silico and
in vitro that these hydrolysates also possessed antioxida-
tive and anti-AChE characteristics. Collectively the data
point out to the fact that black cumin proteins and their
hydrolysates have a good potential in the generation of
bioactive components.
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Table 3 Critical ADMET ASADTSNTGSVSE-  YDLDFK PICESLNI-
parameters. for the most. ANAQYYQQEAGKLK LEYIDEI-
probable bioactive peptides WPHNR
among the identified peptides
Blood—Brain barrier - - -
Absorption Human intestinal absorption + + +
Caco-2 permeability - - -
CYP450 2C9 substrate Non-substrate Non-substrate Non-substrate
CYP450 2D6 substrate Non-substrate Non-substrate Non-substrate
CYP450 3A4 substrate Substrate Substrate Substrate
Metabolism CYP450 1A2 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
CYP450 2C9 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
CYP450 2D6 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
CYP450 2C19 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
CYP450 3A4 inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor Non-inhibitor
Toxicity Carcinogens Non-carcinogens Non-carcinogens Non-carcinogens
Conclusion References

In terms of sustainability, valorization of industrial and/
or agricultural byproducts is of paramount importance and
their utilization exploits the potential to generate value
added products and benefit human health. Here, we made
an effort to generate peptides with dual (antioxidative and
acetylcholinesterase inhibitory) functionality from indus-
trially cold pressed black cumin cakes using enzymatic
hydrolysis and FPLC-based fractionation. The protein
concentrates, their hydrolysates and corresponding pep-
tide fractions were observed to demonstrate antioxidative
and/or AChE inhibitory activity to varying extents. Mass
spectrometry was instrumental in linking the in vitro find-
ings to the determination of specific and effective peptide
sequences, for which the individual potential activities
were also predicted in silico. Bioactive peptides obtained
from deoiled black cumin cakes could facilitate the gen-
eration of value-added products through further studies.
MS based identification of active black cumin peptides
could lead the path to the design of functional agents that
can be utilized in functional foods, food supplements and
pharmaceutical formulations.
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Z&j&‘ VALORIZATION of BIOACTIVE HAZELNUT PEPTIDES in INDUSTRIALLY PROCESSED HAZELNUT PASTE and SPREAD PRODUCTS
-

ABSTRACT

Raw Materials and Enzymatic Processing

BIOACTIVITY TESTS

SIMULATED DIGESTION & ALLERGY REDUCTION

Manufacture of cold press seed olls generates extensive amounts
of seed cakes that can be valorized towards the production of
plant proteins and related products. In the current study, cold
oress deoiled hazelnut cakes were utilized in the production of
orotein isolates based on a simple alkali extraction-isoelectric
orecipitation (AE-IP) technigue. Enzymatic hydrolysis of the
Isolates was performed using papain, bromelain and pepsin. Thus
generated hazelnut protein hydrolysates were subjected to anion
exchange chromatography based fractionation using an FPLC
setup. The fractions were analyzed for their ACE-inhibitory
activities. The fractions with the highest ACE-inhibitory
characteristics were then analyzed by an appropriate LC-Q-
TOF/MS technique to identify the potentially bioactive (i.e., ACE-
Inhibitory) peptide sequences. Finally, bioactive hazelnut peptide
fractions (0-2% by wt) were utilized in the manufacture of
hazelnut paste and spread products in industrial settings based
on the protocols of a major local company (FISKOBIRLIK,
Giresun, Turkey) and these products were subjected to
allergenicity analysis. The protein content of the isolates was
approx. 94.5% as determined by Dumas analysis. Sensory and
microbiological characteristics of the finished products were
comparable to that of the control samples. In most cases, a
significant reduction In hazelnut protein allergenicity was
observed In the bioactive fraction bearing products. Using LC-Q-
TOF/MS, 95 distinctly different peptide seqguences were
determined and for some of these peptides, ACE-inhibitory
characteristics were also verified in silico. Long-term storage and
simulated gastrointestinal digestion studies are being currently
carried out to characterize the stability of peptide fractions and
their corresponding activities in the finished food products. Based
on our past and current work, hazelnut peptides have been
shown to possess significant ACE- and DPP-IV inhibitory and
antioxidative characteristics. Consequently, hazelnut cakes or
meals have the potential to serve as a rational resource for the
manufacture of bioactive peptides.
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Figure 1. Preparation of hydrolysates of protein concentrates

» Cold press deoiled hazelnut cakes were donated by a local

company.

> Protein concentrates were obtained from deoiled cakes

using an AE-IP technique.

» Proteolytic hydrolysis was performed

using papain,

bromelain and pepsin (i.e., 3 different proteases).
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Figure 5. Simulated in vitro digestion of fractions in bioactive peptide bearing
hazelnut paste and spread products.

The simulated In vitro digestion process consisted of three stages: Simulated
oral, gastric and intestinal digestion.

PEPTIDE FRACTIONATION (FPLC)

Figure 3. % ACE (A) and % DPP-IV Inhibitory activity (B) of fractions.

» The hydrolysates demonstrated various extents of ACE- and/or DPP-IV
Inhibitory activitties.

» The results were enzyme-specific.

» 95 different peptides were identified in bioactive fraction via LC-Q-
TOF/MS. For some of them, bioactivity was verified in silico.

» Most intensely bioactive fractions were utilized in industrial trials.
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Figure 2. FPLC Chromatograms

of

the enzymattic

hydrolysates (A: Papain, B: Pepsin, C: Bromelain).

» The hazelnut protein hydrolysates were subjected to ion
exchange chromatography based fractionation.

» The fractions were analyzed for their bioactive attributes.

INDUSTRIAL TRIALS (FLOWCHART)

A

/

Figure 6. % DPP-IV (A) and % ACE inhibitory activity (B) of bioactive peptide

bearing digested products after simulated in vitro digestion.

» Fractions obtained with papain, bromelain, or pepsin were also examined to
determine the effect of hydrolysis on allergenicity of hazelnut proteins.

» The antigenicity showed a significant decrease in some of the finished
prducts.

» Enzymatic hydrolysis of hazelnut proteins and fractionation of hydrolysates
significantly altered their antigenicity.
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Figure 4. Inclusion in industrial food applications (A: Hazelnut spread,
B: Hazelnut paste)

» Bloactive fractions of the hazelnut protein hydrolysates were
iIndluded In cocoa hazelnut spread and hazelnut paste
products.

» The formulations and processing flowchart was based on the
internal procedures of the supporting company (FISKOBIRLIK,
urkey) with minor modifications as necessatry.

» DPP-IV and ACE-inhibitory activities of all fractions were

determined.

» The fractions with the highest bioactivities were then

analyzed by LC-Q-TOF/MS to Identify the peptide
seguences present In them (95 different peptides were
identified). Some of them were bioactive in silico.

» Some of the bioactivity was preserved after industrial

processing and simulated digestion, while significant
reduction took place in allergenic characteristics.

» Visual characteristics of the bioactive peptide bearing

products were comparable to conventional counterparts.
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Fraction
PAF-
ouTt
PAF-
ouT
PAF 4 &
5
BR-OUT
BRF-5

BR-OUT
PAF2
PAF 3
BR-Out
BR-OUT
PAF 6
BR-OUT
BR-F??
BR-OUT
PAF2
PAF 3
BR-OUT
PEF-2
PEF-2
PEF-2
PEF-2
PEF-2
PEF-2
PEF-2

PEF-4
BR-OUT
BR-OUT
PEF6 &
PE-2
PEF3 -
PE-2
BR-OUT
BR-OUT
BR-Out
PEF2 -
PE-2

BR-OUT

Sequence
ADIYTEQVGR
AESEGFEWVAFK

AISDMPESTGTTATTATMPHGGSDLR
CIRKSWVVRQLVK
CPETFEDPQQQSQQG

CRDERQFDEQQRRDG

DENEKLFIVK

DFDEPGHLAPT

DSDWLRAVTEQA

DSPVVAVSLLHTNNY
DTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVWTDGLTSLDR
DWWNAK

EDRRTDFA

ELLRFGDREFY

ESFNVEHGDIIR

ESPLSSDAIFR

ESSGPINLLHK

FAVAKRAESEGFE
FEDPQQQSQQGQGQGQSQRSEQDRHQKIRY
FEDPQQQSQQGQGQGQSQRSEQDRHQKIRY
FEDPQQQSQQGQGQGQSQRSEQDRHQKIRY
FEDPQQQSQQGQGQGQSQRSEQDRHQKIRY
FEDPQQQSQQGQGQGQSQRSEQDRHQKIRY
FEDPQQQSQQGQRQGQGQSQRSEQDRHQKIRHFREGDIIA

FEETICS
FEWVAFK
FFFPGPNK
FGGGTLGHP
FMRWRDRFL
FPCLRNGIPK
FQISREEARRLK
FQRFTRPDEKQPA

FTANTSLAH

ILNSLI

Modifications

[1] Carbamidomethyl C
[1] Carbamidomethyl C
[1] Carbamidomethyl

C|[10] Deamidation Q

[N-term] Acetyl N-TERM

[12] Deamidation Q
[10] Deamidation Q
[18] Deamidation Q
[26] Deamidation Q

[5] Deamidation Q

[7] Deamidation Q

[6] Carbamidomethyl
C|[C-term] Dehydrated

[3] Carbamidomethyl C

[N-term] Acetyl N-
TERM|[3] Deamidation
N
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36

37

38
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40
41
42
43

44
45
46

47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

59

60
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62
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64
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PAF-
ouTt
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ouTt
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ouTt
PA- Out
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PEF-2
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BR-OUT
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BRF-2
BR-F??
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BR-OUT
PEF4
PE-2
BR-OUT
BR-OUT
PAF-
ouT
BRF-2
BR-OUT
& BRF-2

BR-Out

PAF 3

PAF 4

ILNSLIS

INTVNSNTLPVLR

INTVNSNTLPVLR

INTVNSNTLPVLR
IQVNKENKEFK

IRALPDDVLA
LDENPRHF
LEPTNRIEA
LGDYLLEQGL

LILVSFSLCLLVLFNGCLG
LNAHSVV
LPDDVLANA

LONKFRNSMVG
LSVPNLYVWLCMFY
LYVPHWNLNA
LYVPHWNLNA
MAISDMPESTG
MGPTFGAMMISGQK
MINRDENEKLFIVK
MINRDENEKLFIVK
MSPQTETKASVG
MSPQTETKASVG
NAFQISREEA
NAFQISREEA

NKTTDVAQSAK

NNVFSGFDA

NQLDENPRHFY

NSHVREVRGVG

NSMVGNMIFWFFFCILGQPMCVLLYYHDLMNR

NSMVGNMIFWFFFCILGQPMCVLLYYHDLMNR

[N-term] Acetyl N-
TERM|[3] Deamidation
N

[5] Deamidation N

[2] Deamidation N

[9] Carbamidomethyl
C|[17] Carbamidomethyl
C

[8] Deamidation N

[2] Deamidation Q|[7]
Deamidation N

[11] Carbamidomethyl C

[7] Deamidation N

[1] Oxidation M

[1] Deamidation N

[N-term] Acetyl N-
TERM|[1] Deamidation
N

[14] Carbamidomethyl
C|[20] Oxidation M|[21]
Carbamidomethyl C

[14] Carbamidomethyl
C|[21] Carbamidomethyl
C|[30] Oxidation M
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66
67

68
69
70
71
72

73

74
75
76

77

78
79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90

91
92
93
94
95
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BR-OUT
BR-Out
PAF-
ouTt
BRF-5
BR-OUT
BR-OUT
BR-OUT

BR-OUT
PAF-
ouT
BR-OUT
BR-OUT
PAF-
ouT
PEF5 &
PE-2
PA- Out
BR-OUT
BR-Out
BR-Out
BR-Out
BR-OUT
PAF-
ouT
BR-OUT
BR-OUT
BR-OUT
BR-OUT
BR-OUT

BR-OUT
PEF-2
PEF-4
PA-2
PE-3

NSRFPLAG
NSVRESVRVRDSSTDESLA
NVEVQAPSSVK

QGQQQFGQR
QIESWDHNDQQFQCAG
QQQFGQRRRQQQOHSRG
QVLTIPQNFA
QVLTIPQNFAVA

RARVQVVDDNG

RLQSNQDK
RVQVLENFTK
RVQVVDDNGNTVFDDELRQG

SEGFEWVAFK

SPQTETKASVG
STSKDAQALIQSLR
TEEGRVQVLENFTK
TLLVFDEVQCG
TLLVFDEVQCGLG
TLTHVSNVFY
TNDNAQISPLA

TVDATQSTK
VFQDEHFESRVKTEEG
VIRRTIEPNGLLLPQY
VIRRTIEPNGLLLPQY
VPHWNLNA
VSLLHTNNYA

WMVRHIYFPCLRNG
WNLNAHSVV
YNDGDSPVVAVS
YNYSVIEGGPIGDTLEKISNEIK
YVKDRVDEVDHTN

[N-term] Acetyl N-TERM

[14] Carbamidomethyl C

[N-term] Acetyl N-
TERM|[5] Deamidation
Q

[N-term] Acetyl N-TERM

[10] Carbamidomethyl C
[10] Carbamidomethyl C

[9] Deamidation N

[2] Oxidation M|[10]
Carbamidomethyl C

[20] Deamidation N
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