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OZET

iC AY CEKIRDEGI VE PEYNIR ALTI SUYU
PROTEINLERINDEN URETILEN PEPTIiTLERIN BIYOAKTIF
OZELLIKLERININ INCELENMESI VE BAZI GIDA
URUNLERINDE KULLANIMI

Sena Nur DUMAN
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez Danismani: Dog. Dr. Ibrahim GULSEREN
Ekim, 2024, 82 Sayfa

Bu tezin konusu, i¢ ay ¢ekirdegi ve peynir alt1 suyu (PAS) proteinlerinden elde edilen
protein hidrolizatlarinin biyoaktivitesini ve gida tiriinlerinde kullanim potansiyelini
incelemektir. Bu calismada giinliikk diyette yer alan ya da alabilecek gidalarin,
biyoaktif peptit i¢eren hidrolizatlarin zenginlestirilip iriinlerin biyoaktivitesinin
artirtlmas1 amaclanmistir. Bu sekilde giinliik olarak tiiketilen gidalarin daha saglikli
ve biyoetkili versiyonlarinin elde edilmesi amaglanmaktadir. Ayrica i¢ ay c¢ekirdegi
ve peynir alti suyundan derive edilmis peptitlerin benzer durumlarda biyoaktivite
bakimindan etkileri incelenerek sonuglar karsilastirilmstir. I¢ ay cekirdegi, kasar ve
beyaz peynir alt1 suyu izoelektrik ¢oktiirme-alkali izolasyon (AE-IP) yontemiyle elde
edilip uygun proteoliz ve ultrafiltrasyon teknikleri ile fraksiyonlara ayrilmis, peptit
dispersiyonlarina ACE (anjiyotensin doniistiiriicli enzim) Onleyici ve DPP-IV
(dipeptidil peptidaz - 4) Onleyici aktivite testleri uygulanmistir. Hidrolizat ve
fraksiyonlarin protein ve hidroliz dereceleri belirlenerek ay ¢ekirdegi, kasar ve beyaz
peynir alt1 suyu hidrolizatlarinin 10 kDa permeat fraksiyonu, analizlere yiiksek deger
gostererek belirlenmis ve gida orneklerine uygulamak {izere hazirlanmistir. Elde
edilen biyoaktif peptit igeren protein hidrolizatlar1 farkli depolama siirelerine sahip 3
gida irlinline (makarna, puding ve dondurma) eklenmistir. Gida {iriinlerinden
depolama siiresinde belirli araliklarla numune alinmistir. Toplanan numunelere ACE

onleyici ve DPP-1V énleyici aktivite testleri uygulanmistir. Insan viiciiudua etkisini

v



incelemek amaciyla sindirim simiilasyonu yapilmistir. Biyoaktivite testleri
sonucunda ay cekirdegi, kasar ve beyaz PAS fraksiyonu ACE inhibisyon degerleri
strastyla %96.3, %98.2 ve %100.0, DPP-IV inhibisyon degerleri ise sirastyla %70.6,
%71.1 ve %72.6 olarak bulunmustur. Gida Ornekleri depolama numunelerinin
biyoaktivite analizlerinde ise puding Orneginde ay c¢ekirdegi hidrolizat eklenen
numuneler digerlerine nazaran daha yiiksek inhibisyon degerleri gostermistir.
Dondurma depolama numunelerinde ise kontrol dondurma en yiiksek inhibisyon
degerleri bulunmustur. Makarnada %5 kasar ve beyaz hidrolizat eklenen numuneler
%32.8-47.1 araliginda ACE inhibisyonu gostermistir. Yapilan LC-MS/MS analizleri
sonucunda ay cekirdegi fraksiyonunda inhibitor peptitler olarak B1, SFA8 ve G3
proteinlerin sekanslart bulunmustur. Beyaz ve kasar PAS fraksiyonlarinda o-
laktalbumin, albimin ve B-laktoglobulin peptitlerinin sekanslar1 tespit edilmistir.
Gida orneklerine eklenen ay ¢ekirdegi keki ile beyaz ve kasar PAS biyoaktif peptitler

icermesi ile gida endiistrisinde 6nemli bir kaynak oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Protein, Fraksiyonlama, Fonksiyonel Gidalar, Biyoaktivite.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOACTIVE PROPERTIES OF
PEPTIDES PRODUCED FROM SUNFLOWER SEED AND

WHEY PROTEINS AND THEIR USE IN SOME FOOD

PRODUCTS

Sena Nur DUMAN
Master, Food Engineering
Thesis Advisor: Assoc. Prof. Ibrahim GULSEREN
October, 2024, 82 Pages

The subject of this thesis is to examine the bioactivity of protein hydrolysates
obtained from sunflower seeds and whey proteins and their potential for use in food
products. In this study, it was aimed to enrich the foods that are or can be included
in the daily diet and the hydrolysates containing bioactive peptides and to increase
the bioactivity of the products. In this way, it is aimed to obtain healthier and
bioeffective versions of daily consumed foods. Additionally, the effects of peptides
derived from sunflower seeds and whey in terms of bioactivity in similar situations
were examined and the results were compared. Sunflower seeds, cheddar and white
whey were obtained by the isoelectric precipitation-alkali isolation (AE-IP) method
and fractionated with appropriate proteolysis and ultrafiltration techniques. ACE
(angiotensin converting enzyme) inhibitor and DPP-IV (dipeptidyl peptidase - 4)
inhibitor activity tests were applied. By determining the protein and hydrolysis
degrees of the hydrolyzates and fractions, the 10 kDa permeate fraction of sunflower
seed, cheddar and white whey hydrolysates was determined to show high value in
the analyzes and was prepared to be applied to food samples. The resulting protein
hydrolysates containing bioactive peptides were added to 3 food products (pasta,
pudding and ice cream) with different storage times. Samples were taken from food
products at regular intervals during storage. ACE inhibitory and DPP-IV inhibitory
activity tests were applied to the collected samples. A digestion simulation was done
to examine its effect on the human body. As a result of bioactivity tests, ACE
inhibition values of sunflower seeds, cheddar and white whey fractions were found

to be 96.3%, 98.2% and 100.0%, respectively, and DPP-IV inhibition values were
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70.6%, 71.1% and 72.6%, respectively. In the bioactivity analysis of food storage
samples, samples with sunflower seed hydrolyzate added to the pudding sample
showed higher inhibition values than others. In ice cream storage samples, the highest
inhibition values were found in control ice cream. Samples with 5% cheddar and
white hydrolyzate added to pasta showed ACE inhibition in the range of 32.8-47.1%.
As a result of LC-MS/MS analysis, sequences of B1, SFA8 and G3 proteins were
found as inhibitor peptides in the sunflower seed fraction. Sequences of o-
lactalbumin, albumin and p-lactoglobulin peptides were determined in white and
kashar whey fractions. Sunflower seed cake and white and cheddar whey added to
food samples have shown to be an important source in the food industry as they

contain bioactive peptides.

Key Words: Protein, Fractionation, Functional Foods, Bioactivity.
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BIiRINCi BOLUM
GIRIiS

Biyoaktif bilesenlere sahip bitkisel ve hayvansal protein hidrolizatlari, tiikketim ve
saglikli beslenme acisindan olumlu potansiyallere sahiptir. Saglikli bir insanda giinliik
protein alimi1 2 g/kg viicut agirligi seklinde Onerilmektedir (Wu, 2016). Bu oranin
saglanamamasi1 durumunda olusabilecek hastaliklarin 6nlenmesinde gidalarin besin
icerigi 6n plana ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de 2022 yilinda gerceklesen 6liimlerin %90’1na,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi hastaliklar1 da kapsayan bulasict
olmayan hastaliklarin (NCD: ‘’non-communicable diseases’”) neden oldugu
saptanmigtir (WHO, 2022). Hipertansiyon, diyabet, obezite, iltihapli hastaliklar ve
bakteriyel enfeksiyon gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesi ve bunlarla bas edilmesinde
gida kaynakli biyoaktif peptitler, saglia yararl ajanlar olarak son 20 yilda bu alanda
kullanilmaya baglanmistir (Jia vd., 2021). Bu kapsamda giinliik diyetlerde yer alan
gidalarin besin igeriginin gelistirilmesi ve iyilestirilmesinin gercekei bir pozitif etki

olusturabilecegi gozlemlenmektedir.

Bitkisel sivi yag endiistrisinde yliksek miktarda yagsiz yerfistig1 kiispesi, i¢ ay
cekirdegi keki ve kolza tohumu kiispesi tozu meydana gelmekte olup (Tu vd., 2023)
bu maddelerin degerlendirilmesi alanindaki yaklagimlar da son dénemde Onem
kazanmaktadir. Ay cekirdegi kompozisyonu %43.5 yag, %16.5 lif, %15.5 yag ana
bilesenlerinden olugmaktadir (Clef & Kemper, 2015). I¢ ay ¢ekirdegi kekinin yag
sanayinde besin icerigi yiiksek bir yan iiriin olmasi dolayisiyla bu maddeye deger

kazandirilmas1 hem tiretici hem tiiketici i¢in fayda saglama potansiyeli tagimaktadir.

Hayvansal kaynakli bir gida olan peynir alt1 suyu (PAS), igerik agisindan zengin bir
yan iriin olmakla beraber, ekonomik olmasi sebebiyle fonksiyonel gida ve
takviyelerinde kullanilmaya baslanmistir. Peynir alt1 suyu, yiiksek biyoaktivite 6zellik
gOsteren proteinler ve aminoasitler igermektedir (Giizeler vd., 2017). Tiirkiye’de 2019
yilinda yaklagik 781 bin ton PAS ve 32 bin ton PAS tozu iiretilmistir (TUIK, 2019).
Endiistriyel uygulamalar icin de yan {riin olarak degerlendirilip israf

azaltilabilmektedir.



Belirli kosullarda uygulanan enzimatik hidroliz yontemi ile mikrobiyal
fermantasyonun biyoaktif peptitlerin liretiminde daha ¢ok tercih edilmesinin sebepleri;
kisa reaksiyon siiresi, dl¢eklenebilirlik ve dngoriilebilirlige sahip olmasidir (Daliri vd.,
2017). Bu nedenle laboratuvarlarda protein izolasyon ve eldesi uygulamalarinda

ulagilabilir yontem olarak kullanilabilmektedir.

Peptitlerin eldesinde bircok yontem kullanilmaktadir. Kromatografi, membran
filtrasyonu, ¢okelme-kiimelesme ve enzimatik hidroliz metotlar1, yiik, ¢oziiniirliik ve
molekiil biyiikliigii gibi fiziksel ve kimyasal oOzelliklere gore fraksiyonlama
uygulamalarina &rnektir (Chen vd., 2023). Ornegin, gida kaynakli antihipertansif
peptitlerin in vivo analizlerinde goézlendigi iizere yliksek doku afinitesine sahip
olduklar bilinmektedir. Bu nedenle sentetik ilaclara nazaran dokulardan daha yavas

elimine olabilmektedir (Koyama vd., 2014).

Fonksiyonel gidalarin diyetlerde yer almasinin saglik agisindan 6nemli oldugu
goriilmektedir. Ayrica gidalara eklenen fonksiyonel bilesenlerin raf Oomriinlin ve
kosullarinda fiziksel veya kimyasal degisime ugrama tehlikesi bulunmaktadir. Raf
omrii boyunca aliman numuneler analiz edilerek ortaya ¢ikabilecek degisimlerin
gozlemlenmesi biyoaktif maddeler hakkinda daha fazla bilgi sunma potansiyeline

sahiptir.

Peptitlerin antioksidan, antienflematuar, antidiyabetik, antihipertansif, antimikrobiyal
ve obeziteyi Onleyen 6zellikleri bulunmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda
diyabet hastaligina karsi inhibisyon 6zelligi gosteren bitkisel peptitlerin o -amilaz,
dipeptidil peptidaz IV, glikoz tastyici sistem ve insiilin aktiviteyi taklit eden sistemler
iizerindeki etkileri aragtirllmistir (Patil vd., 2020). Hipertansiyon hastaliginda
anjiyotensin donistiirlicii enzim, kan basmcinin diizenlenmesi ve diisiiriilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda ACE inhibitorlerinin kalp hastaliklar
ve bu hastaliklara bagl gelisen 6liim olaylarinda 6nemli derecede etkisinin oldugu

goriilmistiir (Akbarian vd., 2022).

Agi1z yoluyla viicuda giren biyoaktif peptitlerin viicuda faydali olabilmeleri amaciyla
mide ve bagirsak sindiriminden gecip kana karigmalar1 ve daha sonra organlara

ulagmalar1 gerekmektedir (Maestri vd., 2019). Bu nedenle sindirim simiilasyonu



uygulamasi sonrasinda biyoaktivitede olusan degisimlerin analiz edilmesi Onem

tagimaktadir.

Bu calismanin amaci, i¢ ay ¢ekirdegi ve peynir alti suyundan proteinlerinden elde
edilen peptitlerin biyoaktivitesinin ve gida iirlinlerinde kullanim potansiyelinin

incelenmesidir.
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Bu tez kapsaminda ay ¢ekirdegi ve peynir alt1 suyundan elde edilen proteolitik protein
hidrolizatlarinin biyoaktivitesi ve gida iiriinlerinde kullanim potansiyeli incelenmistir.
Buna paralel olarak protein hidrolizatlar: {iretilmis ve bunlarin biyoaktif 6zellikleri
degerlendirilmistir. Depolama ve sindirim siiresince meydana gelebilecek
degisiklikler ele alinip degerlendirilmistir. Endiistriyel uygulamalar ve laboratuvar

caligmalari ilgili arastirmalarla agiklanmistir.

2.1. Endiistriyel ile Tarimsal Yan Uriinler ve Atiklar

Besinsel degerleri artirilmis fonksiyonel gidalarda yan f{iriinlerin kullanimi, zengin
iceriklerin geri kazandirilmasi ve israfin 6nlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Gida
ve Tarim Organizasyonu (FAO) tarafindan yapilan bir arastirmada diinyada iiretilen
gidalarin {igte birinin israf edildigi goriilmiistiir (Cederberg & Sonesson, 2011). Yan
driinler harman sonrasi iiretimde ve depolama sirasinda olusmaktadir. Genellikle
yiiksek lifli yan {irlinler yem endiistrisinde kullanilmaktadir. Yiiksek lif, polifenol
degerleri ve antioksidan ozellik iceren tarimsal yan {iriinler, gida endiistrisinde

kullanim ag¢isindan 6nemli bir potansiyele sahiptir.

Diinyada yagli tohumlarin iiretimi 2018 yilinda yaklagik 600 milyon ton olarak
gerceklesirken bu miktarin 6nemli bir boliimii yag ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadir
(Karefyllakis vd., 2019). Bitkisel sivi yag endiistrisinde yiiksek miktarda yagsiz
yerfistig1 kiispesi, i¢ ay cekirdegi keki ve kolza tohumu kiispesi tozlari meydana
gelmekte olup (Tu vd., 2023), bu maddelerin degerlendirilmesi alanindaki yaklagimlar

da dnem kazanmaktadir.

Peynir alti suyu endiistriyel anlamda yan {iriin olarak peynir yapiminda ortaya
cikmaktadir. Laktoz, protein ve yag acisindan zengin olmakla beraber %99 oraninda
biodegrade bir organik maddedir (Bacenetti vd., 2018). Yeni tekniklerle konsantre
edilerek yiiksek besin icerikli iirlinler elde edilmektedir. Gida endiistrisinde yogurt,

sekerleme, ¢ikolata, dondurma gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.



2.2. Peynir Alti Suyunun Eldesi ve Degerlendirilmesi

Siitiin pithtilagtirilmasiyla peynir elde edilmektedir. Pihtilagtirma isleminde rennet ve
sirden gibi hayvansal pihtilastiricilar, incir ve altin ¢ilek gibi bitkisel pihtilastiricilar,
mikrobiyal ile kimyasal pihtilagtiricilar kullanilmaktadir. Peynir yapiminda olusan
pithtinin ayrilmast sonucu kalan siitliin sari-yesil sulu kismi, peynir altt suyudur
(Zandona vd., 2021). Peynir alt1 suyu, %95 su, %5 kuru maddeden olusan bir yan
iriindiir. Kuru maddede laktoz, peynir alt1 suyu proteinleri, laktik asit, kiil ve yag
bulunmaktadir. Toplam protein miktar1 %0.8 veya 1 civarindadir (Tsakali vd., 2010).
Peynir alt1 suyunun igerigi iiretilen peynire gére degismektedir. Inegin tiirii ve saglik
durumu, sezon ve lokasyon peynir alti suyunu etkileyen faktorlerdir (Durham &

Hourigan, 2007).

Stitteki major proteinler, kazeinler ve peynir alti suyu proteinler olarak
smiflandirilabilir. pH 4.6’da siwrasiyla siitte ¢dziinmeyen ve ¢Oziiniir formda
bulunmaktadir. Peynir alt1 suyu igerigindeki en 6nemli proteinler olan Blaktoglobulin,
a-laktalbumin, albiimin, immiinoglobulin ve laktoferrin 6nemli diizeyde fonksiyonel
ve nutrasotik 6zelliklere sahiptir (Ghosh vd., 2017). Tablo 2.1°de peynir alt1 suyu tozu,
konsantre ve izolat peynir alt1 suyu protein icerikleri verilmektedir. Protein miktari en
yiiksek izolatta, laktoz miktar1 peynir alt1 suyu tozunda ve siit yag: ise konsantrede

bulunmaktadir.

Tablo 2.1: Cesitli peynir alt1 suyu proteinlerinin icerikleri

Peynir alt1 suyu

Icerik Konsantre Izolat
tozu
Protein (%) 11-14.5 25-89 <90
Laktoz (%) 63-75 10-55 0.5
Siit yagi (%) 1-1.5 2-10 0.5

Kaynak: Hayes & Cribb, (2008) kaynagindan adapte edilmistir.



Peynir alt1 suyu zengin bir yan iirlin olmakla beraber maliyetinin uygun olmasi
nedeniyle fonksiyonel gida ve takviyelerinde kullanilmaya baslanmistir. Peynir alti
suyu tozu siit Uriinlerinde, sekerlemelerde ve pastacilik {iriinleri gibi gesitli gida
alanlarinda kullanilmaktadir. Gidalara hem besin icerigi hem de duyusal 6zelliklerini
gelistirmek i¢in eklenmektedir. Peynir alt1 suyu konsantresinde ise su, mineraller ve
laktoz kismen uzaklagtirilmistir. Peynir alt1 suyu, biyoaktivitesi yiiksek proteinler ve
amino asitler icermektedir (Giizeler vd., 2017). Peynir alt1 suyu izolatinda laktoz ve
yag uzaklastirilir. Yiiksek miktarda protein icermektedir. Sporcularin beslenmesinde
kas olusumunu olumlu yonde etkilemektedir. Tiirkiye’de 2019 yilinda yaklagik 781
bin ton PAS ve 32 bin ton PAS tozu iiretilmistir (TUIK, 2019). Diinya genelinde PAS
ticari liretimi 10 milyar dolar1 agmaktadir. Kuzey Amerika yaklasik 4 milyar dolar

iretim ile ilk sirada yer alirken, Avrupa ve Asya bdlgeleri ardinda yer almaktadir

(Mukherjee vd., 2023).

Tablo 2.2’de peynir alti suyunda bulunan [-laktoglobulin, a-laktalbumin,
glikomakropeptit, immunoglobulin, serum albiimin, laktoferrin ve laktoperoksidaz
proteinlerinin konsantrasyonlari, molekiil agirliklar1 ve amino asit kalint1 sayist
verilmektedir. Peynir alt1 suyunda en yiiksek konsantrasyona sahip B-laktoglobulin ve
a-laktalbumin bilesenlerinin molekiil agirhigimin 10 kDa {izerinde oldugu
gozlemlenmektedir. Bu durumda, PAS glikomakropeptit disindaki proteinlerin 10 kDa
membrana sahip ultrafiltrasyon membranindan gegirilmesi sonucunda elde edilen PAS
konsantrelerinde yiiksek amino asit miktarinin bulundugu sdylenebilir. Yapilan bir
calismada beyaz ve kasar peynirlerin kimyasal 6zelliklerinde suda eriyen azot oran1 ve

olgunluklart disinda farklilik bulunmadigi goriilmiistiir (Cakmake1 vd., 2017).

Peynir alti suyu proteinlerinin yiliksek besin degeri, icerisindeki esansiyel amino
asitlerinin fazla miktarda siilfiir icermesinden kaynaklanmaktadir (Soltani vd., 2017).
Zincirli esansiyel amino asitlerden 16sin, isoldsin ve valinin insan viicudunda
metabolizma ve kan glikozunun hemostazinda énemli rol oynadig1 goriilmiistiir (Patel,

2015).



Tablo 2.2: Peynir alti suyu protein icerigi

Bilesenler Konsantrasyon = Molekiil agirhgi  Aminoasit kalinti

(g/L) (Da) saylsi

B — Laktoglobulin 13 18277 162

o — laktalbumin 1.2 12175 123

Glikomakropeptit 1.2 6700 64
Immunoglobulin 0.7 25000-70000 -

Serum albumin 0.4 66267 582

Laktoferrin 0.1 80000 700

Laktoperoksidaz 0.03 70000 612

Kaynak: Madureira vd., (2007)

Peynir alt1 suyundan belirli yontemlerle ¢esitli tirlinler elde edilmektedir. Peynir alti
suyu konsantre ve tozu, laktoz, yag ve protein eldesinde endiistri agisindan besin degeri
yiiksek iirtinler tiretilebilmektedir. Sekil 2.1°de peynir alt1 suyundan biyoaktif peptit
iretim akis semast gosterilmektedir. Peynir alti suyu kurutma, nanofiltrasyon,
fermentasyon ve ultrafiltrasyon gibi yontemler, daha Once bahsedilen iiriinlerin
eldesinde endiistride yaygin kullanilan ydntemlerdir. Peynir alti suyundan
ultrafiltrasyon uygulamasi sonrasinda permeat ve peynir alti suyu konsantresi elde
edilmektedir. Peynir altt suyu konsantresi, hidroliz ve fraksiyonlama islemleri

ardindan farkli molekiil agirligindaki biyoaktif peptitler meydana gelir.



Kurutma

Nanofiltrasyon

Peynir alti suyu

— Fermentasyon
UF permeat
— Ultrafiltrasyon
Peynir alti suyu Hidroliz ve H Biyoaktif
konsantresi fraksiyonlama peptitler

Sekil 2.1: Peynir alt1 suyundan biyoaktif peptit iiretimi
Kaynak: Durham & Hourigan, (2007)

Hayvansal kaynakli rennet enzimi kullanilarak ¢edar, kasar ve mozarella gibi peynir
yapimi sonrasinda elde edilen tath peynir alt1 suyunun pH seviyesi 5.6’dan yiiksektir.
Eksi peynir alti suyunun pH seviyesi 5.1’den kiigiiktiir. Beyaz ve krem gibi taze
peynirlerin iiretiminde laktik asit fermantasyonu ile elde edilir. Eksi peynir alt1 suyu
hidroklorik asit ile kazein iiretiminden de elde edilmektedir. Eksi peynir alt1 suyu tath
peynir alti suyuna oranla daha yiiksek kalsiyum fosfat icermektedir (Durham &
Hourigan, 2007). Tablo 2.3’te ¢edar ve eksi peynir alt1 suyu ile ultrafiltrasyon permeat
icerigi verilmistir. Cedar tatli peynir alt1 suyu ve UF permeatin pH degerleri 5.6’dan
yiiksek olarak gézlemlenmektedir. Protein agisindan en yliksek deger ¢edar tath peynir
alt1 suyunda goriilmektedir. HCI ve laktik asit kullanilan eksi peynir alt1 sularinda ise
laktoz ve protein digerlerine gore daha diigiik olmaktadir. Protein degerleri bakimindan
gida tirlinlerine tathi peynir alt1 suyunun eklenmesi, daha yiiksek proteinli iiriin eldesi

icin ideal goriilebilir.



Tablo 2.3: Tath ¢edar, eksi peynir alt1 suyu ve ultrafiltrasyon permeat ¢edar

icerikleri
icerik Tatlhi peynir altt suyu  Eksi peynir alti suyu ~ UF permeat
(Cedar HCI Laktik (Cedar
Kuru madde (%) 6.6 5.1 6.0 5.5
pH 6.1 4.7 4.0 6.1
Laktoz (%) 4.8 3.7 3.9 4.7
Protein (%) 0.9 0.73 0.72 0.01
Kiil (%) 0.59 0.60 0.72 0.53
Laktik asit (%) 0.13 0 0.60 0
Yag (%) 0.06 0.05 0.003 0
Kalsiyum (ppm) 430 1200 1140 375
Fosfor (ppm) 440 680 900 275
Postasyum (ppm) 1460 1200 1530 1450
Sodyum (ppm) 430 270 400 430
Klor (ppm) 970 2600 910 940

UF: Ultra filtrasyon; ppm: milyonda bir birim.
Kaynak: Durham & Hourigan, (2007)

2.3. Ay Cekirdegi Kiispesi Eldesi ve Degerlendirilmesi

Aycicek yagi tretiminde, hayvan ve insan tiiketiminde ve biyodizel eldesinde
kullanilmaktadir. Ay cekirdeginin bilesimi %43.5 yag, %16.5 lif, %15.5 yag ve
mineral gibi bilesenlerden olugmaktadir (Clef & Kemper, 2015).

Ay cekirdegi, yag igerigi bakimindan zengin ve yaginin zeytinyagi gibi yaglara oranla
daha az maliyetli olmas1 bakimindan hem iiretici hem tiiketici agisindan oldukga tercih
edilmekte olan bir iiriindiir. Yag iiretiminde hammadde, rafine yag elde edilene kadar
bir¢ok islemden gecirilmektedir. Ay ¢ekirdegi yag iiretimi akim semasinda (Sekil 2.2)
goriildiigl lizere ay ¢ekirdegi hammaddesi dnce kurutulduktan sonra kabuk ayirma
isleminden gegirilerek i¢ ay ¢ekirdeginin eldesi saglanir. Kirma, kii¢iiltme ve presleme
islemlerinden sonra kimyasal ¢oziicii ile muamele edildiginde kiispe ve ham yag elde
edilmektedir. Soguk presleme ile kimyasal kullanilmadan sadece presleme sonrasinda
kek ve ham yag elde edilir. Soguk pres yaglar rafinasyon sonrasi rafine yag haline
getirilerek raf 6mrii uzatilmig tiiketilmeye hazir yaglar haline gelmektedir. Kiispe ve

soguk pres kek ise yan iiriin olarak yem sanayinde kullanilabilmektedir.



T On- Coziicii ile yag
KugultmeH presleme ekstraksiyonu

Ay : Kurutma Kabuk  ckstraksiyonu |
¢ekirdegi ayirma —

Kirma H Presleme
Ham yagH Rafinasyon H Rafine

yag

Sekil 2.2: Ay cekirdegi yag: iiretimi
Kaynak: Hadidi vd., (2024)

Aycigek yagi Tiirkiye’de ve Diinya’da en yaygin kullanilan yaglardan birisidir. Tablo
2.4’te 2019 - 2023 yillar arasinda global ay ¢ekirdegi, kiispe ve yaginin iiretim ithalat
ve ihracat miktarlar1 verilmektedir. Yillar icinde degerlerde lineer bir artis olmamakla
beraber, stabil bir piyasanin varligindan s6z edilebilir. Ay ¢ekirdegi kiispesi liretiminde

ise 2019’dan 2023’e kadar yaklasik olarak %3.7 artis gézlenmektedir.

Tablo 2.4: Ay ¢ekirdegi yag ve kiispesinin yillara gore global iiretim, ithalat ve

ihracati

2019 2020 2021 2022 2023

Ay cekirdegi 54.27 49.13 56.95 51.66 54.32

Uretim (milyon 1 irdegi kilspesi 2175 2025 2124 22.50 22.55

ton) Ay cekirdegiyagt ~ 21.13 19.02 19.71 20.93 20.93
: . Ay cekirdegi 334 274 379 478 333
Itha“‘ttogl‘;“ly"“ Ay cekirdegi kiispesi ~ 8.56 7.6 729 808 8.04

Ay cekirdegiyagi ~ 11.72 9.68 9.68 11.15 10.73

Ay cekirdegi 369 29 391 512 3.64
Ay cekirdegi kiispesi ~ 8.84 8.13 7.77 8.63 848
Ay gekirdegi yagt 1347 1133 11.08 12.66 12.18

Kaynak: USDA, (2023)

Thracat (milyon
ton)
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Sekil 2.3 Uzerinde Diinya genelinde iilkelerin aygicek iiretimi gosterilmektedir.
Aycigek tiretiminde 2021 yili icin %32.1 ile Rusya ilk sirada bulunurken, Tiirkiye
Diinyanin Ayc¢igek ihtiyacinin %2.8’ini karsilamaktadir. Yag tiretimi, ithalat ve ihracat

acisindan azimsanmayacak bir pazarinin oldugunu gostermektedir.

Aycigegi iiretimi 2023 yilinda 2 milyon 198 bin ton olmakla beraber Tiirkiye’de
iiretilen tahillar ve diger bitkisel iirlinlerin iiretimi igerisinde pazar payinin %2.8’ini
olusturmaktadir. Ayg¢igegi liretimin 2024 yilinda 2 milyon 390 bin ton miktar ile
bulundugu pazar paymnin %3.1 kadarini olusturmasi ve %8.7 kadar bir degisim

gdstermesi ongoriilmektedir (TUIK, 2023).

32,1
24,6

16,6

5,9
3,5 2,8

Rusya Ukrayna AB Arjantin Cin Tirkiye

Sekil 2.3: Ulkelere gore Diinya genelinde ay¢icek iiretim kapasiteleri
Kaynak: Bozer, (2021)

Tiirkiye’nin ay¢igek tohumu ihtiyaci ve arzi 2022 yilinda sirasiyla 6.1 ve 3.1 milyon
ton olarak saptanmistir. Bu bakimdan %61 oraninda disartya bagimli oldugu
goriilmiistiir. Aragtirmada, 2021 ve 2022 yilinda yag iiretimi amaciyla yetistirilen 2.2
milyon ton ayg¢igegi ile 856 bin ton ham ayg¢igek yag iiretilerek, onceki yila gore arz
%18.5 artmistir (Bozer, 2021). Bu konu ele alindiginda aycicek yagi tiretiminin yillar
icinde artmasi ile beraberinde yag iiretimi sirasinda olusan yan {iirlin miktarinda

ylikselme oldugu da sdylenebilir.
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2.4. Bitkisel ve Hayvansal Proteinler

Gidalarin  temel makromolekiil bilesenleri karbonhidrat, yag ve proteinden
olusmaktadir. Protein ve amino asitler insan gelisiminde onemli rol oynamaktadir.
Saglikli bir insanda giinliik protein alim1 2 g/kg viicut agirlig1 seklinde 6nerilmektedir
(Wu, 2016). Protein bakimindan eksik beslenme sonucunda bir¢ok hastaligin ortaya

ciktig1 bilinmektedir.

Son yillarda bitkisel kaynakli gida tiiketim aliskanlig1 giderek artmaktadir. Etik, saglik
nedenler dolayisiyla artan bu yonelim, endiistriyel olarak da bitkisel kaynakli gida
iiretiminin artigina neden gosterilmektedir. Genel olarak bitkisel proteinlerde, dengesiz
amino asit i¢eriginin olmasi (lisin gibi esansiyel amino asitlerin eksikligi) ile daha
diistik besin degeri igerigi olan daha yavas ve az sindirilen proteinler ortaya
cikmaktadir (Day vd., 2022). Hayvansal proteinler yapilar1 geregi daha yiiksek
emiilsifikasyon, stabilizasyon ve adsorpsiyon gostermesi ile gidalarda olusturdugu
sinerjistik etkisi dolayisiyla bitkisel proteinlere oranla duyusal ve tekstiirel 6zellikler

daha tistiin goriilmistiir (Kim vd., 2020).

2.5. Biyoaktif Peptitler

Besinsel degerinin dtesinde, insan viicudunda olumlu etkileri olan peptitlere biyoaktif
peptit denmektedir. Gida isleme prosesleri, hidroliz ve sindirim gibi uygulamalarda
inaktif durumdan aktif duruma gegebilmektedir. Biyoaktif peptitler genellikle molekiil
basina 2 - 20 araliginda amino asit kalintis1 icermektedir. Baz1 durumlarda 20’den fazla
amino asit de bulunabilmektedir (Contreras vd., 2011). Geg¢miste yapilan ¢aligmalarda
biyoaktif peptitlerin, antihipertansif, antioksidan, antitrombotik, antiobezite,
antimikrobiyal, mineral baglayici, opioid ve immiinomodiilator etki gosterdikleri

ortaya ¢ikmistir (Ay ve Sanli, 2018).

Kardiyovaskiiler hastaliklarinin en 6nemli risk faktdrlerinden biri yiiksek tansiyondur.
Kan basmcinin dengelenmesinde ACE 6nemli rol oynamaktadir. Bu enzim,
anjiyotensin I’'nin anjiyotensin II’ya doniismesine neden olmaktadir. Anjiyotensin

II’'nin olugmasiyla kan basincr yiikselerek hipertansiyon gerg¢eklesmektedir. Bunun
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onlenmesinde ACE Onleyici ajanlar biliylik rol oynamaktadir. Sekil 2.4’te
hipertansiyona neden olan anjiyotensin II’'nin olusumu ve biyoaktif peptitlerin

inhibitor gorevi gosterilmektedir.

Anjiyotensin II’'nin olugsmasimni ACE o6nleyici biyoaktif peptitler, siit iiriinleri, balik,
bitkisel iriinler, et ve yumurtada bulunmaktadir (Erdmann vd., 2008). Kazein ve
peyniralti suyu proteinlerinde sirasiyla kazokinin ve laktokinin adiyla yiiksek dozda

ACE onleyici peptitler bulunmaktadir (Yamamoto, 1997).

Angiotensinogen

s N
Angiotensin IT

N J

ACE onleyici :>
peptitler

e N
Angiotensin I

\ J

@

Kan basinci yiikselmesi

Sekil 2.4: Hipertansiyonun gelisiminde ACE ve ACE-onleyici peptitlerin etki

mekanizmalari

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Insan saghigini tehlikeye atan yaygin bir hastalik olan T2D diyabet, insiilinde
dengesizlik sebebiyle ortaya ¢ikmaktadir. Uzun donemde insan viicudundaki

organlari, sinir sistemini ve yasam kalitesini 6nemli agidan olumsuz etkilemektedir.
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Japonya’da %95°ten fazla diyabet hastasinin insiiline bagli olmayan tip 2 diyabete
sahip oldugu goriilmiistiir (Takahashi vd., 2021).

Ilag endiistrisinde DPP-IV inhibitorleri tip 2 diyabet ilac1 olarak kullanilmaktadir
(Takahashi vd., 2021). Bu inhibitoérler, DPP-IV enzimlerinin inaktive ettigi kan
glikozunun azalmasini uyaran hormon grubu GLP-1 ve GIP inkretinleri parcalayarak
insiilinin salgilanmasin1 saglarken glikojen salgilanmasin1i da Onleyerek insan

viicudundaki kan sekerini diigiirmektedir.

2.6. Fraksiyonlama

Proteinlerin fraksiyonlanmas1 ve ayrigtirtlmasi farkli karakteristik ve fonksiyon
gosteren  bilesenlerin  elde edilmesi amaciyla yapilmaktadir. Proteinlerin
fraksiyonlanmasinda fiziksel ya da kimyasal Ozelliklere gore farkli metotlar
kullanilmaktadir. Molekiil biiytlikliigli ve ¢oziiniirliik ile fraksiyonlama uygulanan
metotlar ¢okelme ve enzimatik hidroliz iken, membran filtrasyonu ve kromatografi
molekiil biiyiikligii disinda yiik oOzelliklerine bagli olarak kullanilan metotlar
arasindadir (Chen vd., 2023). Proteinlerin kromatografi veya elektroforez yoluyla bir
hiicre lizatindan fraksiyonlanmasi, gradyanin egimi (zaman), organik modifiye edici
konsantrasyonu, tampon pH'1, tuz konsantrasyonu ve/veya amfolit pH'1 gibi mobil faz
ozelliklerinin manipiilasyonu, kolonda ters faz, iyon degisimi, boyut dislamas1, normal
faz 6zellikler veya afinite (antikor, lektin, metal, DNA, vb.) ve jel 6zellikleri dikkate
alinarak gergeklestirilir (Issaq vd., 2002). Deneyler, protein gruplarini biiytikliiklerine,
hidrofobik 6zelliklerine, yliklerine, izoelektrik noktalarina veya afinitelerine gore

ayirmak i¢in tasarlanabilir.

2.6.1. Enzimatik Hidroliz

Enzimatik hidroliz, enzimler ile molekiiller arasindaki baglar1 ayirarak molekiillerin
daha kiigiik yapilara déniistiiriilmesi olayidir. insan viicudunda sindirim sisteminde

gerceklesmektedir. Substratin 6zelligine gore enzim tiirii degismektedir.

Enzimatik hidroliz sonucunda proteindeki peptit baglar1 kirilir, yeni amino gruplari

olusur ve kopan her peptit bagina karsilik bir amino grubu bulunur. Yeni olusan amino
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gruplarinin miktar1 amino nitrojende dogrusal bir artisa neden olur. Bu amino nitrojen
resmi titrasyonla belirlenebilir. Proteindeki boliinme i¢in mevcut olan peptit baglarinin
toplam sayisina gore diizeltilmis amino nitrojen artig1 hesaplanir. Peynir alti suyu
proteinleri hidrolizatlar1 yliksek besin degeri, diisiik acilik ve diisiik antijenite
nedeniyle insan siitii ikamelerinin formiilasyonunda ideal bilesenler olarak kabul
edilir. Kismen hidrolize edilmis peynir altt suyu proteinleri, uygun proteaz
kullanilarak, hidrolizatlardaki gesitli biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerin uygun
kombinasyonu, biyoaktif peptitlerin {iretimi nedeniyle koruyucu ve tedavi edici saglik
yaklasimlar1 alanlarinda 6nemli bir rol oynayabilir ve 6zel diyetler i¢in 6zel miktar ve
boyutlarda peptitler. Jellesme, kdpilirme ve emiilsiyon gibi fonksiyonel 6zellikler de
degistirilebilir. Laktalbiiminin hidrolizatinda potansiyel antioksidatif 6zelliklere sahip
kiictik peptitler gozlemlenmis ve peynir alt1 suyu proteini hidrolizatinda antioksidan

ozellikler bulunmustur (Ghosh vd., 2017).

Proteolitik hidrolizde 6rnege eklenen kimyasal veya enzim, ornekte bulunan peptit
baglartyla reaksiyona girerek daha kiiciik peptitlere veya amino asitlere par¢alanma ile
gerceklesir. Ornek olarak serin proteazlari Ser amino asidinin olustugu ortamda peptit
baglarin1 ayirrmaktadir. Proteaz enzimler spesifik ve spesifik olmayan enzimler olarak
2’ye ayrilir. Proteazlar g¢ogunlukla endoproteazlar olarak bulunurken dogada
ekzoproteazlar da goriilmektedir. Peptitlerin aktif forma gegmeleri i¢in proteoliz

yapilmaktadir.

2.6.2. Membran Filtrasyonu

Membran filtrasyonunda farkli molekiil biyiikligi kullanilarak ayirma islemi
uygulanmaktadir. Kolay ve basit mekanizmasindan dolayr avantajli bir yontemdir.
Dezavantajlar1 ise yiiksek maaliyet ve yavas islem siiresidir. Mikrofiltrasyon,

ultrafiltrasyon, ters 0zmos ve nano filtrasyon tiirleri bulunmaktadir.

Membran filtrasyonu, siit konsantrasyonu ve standardizasyonu ile peynir altt suyu
iiretiminde kullanilmaktadir. Membran sistemleri siit endiistrisinde yag, laktoz ve
protein fraksiyonlama ve ayirma uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu

ayirma teknigi siit ve bilesenlerini yag, kazein, peynir alt1 suyu proteinleri, laktoz ve
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mineralleri biiyiliklik, konsantrasyon ve elektrik yiiklerini baz alarak ayirmaktadir.
Peynir alt1 suyu i¢in kullanilan endiistriyel membran proseslerinde capraz akigh
basingla calisan filtrasyonu sistemleri kullanilmaktadir. Bu sistemde giris akist,
membrandan gegen bilesenleri igeren bir siiziintii (permeat) akisina ve membrandan

gecemeyen kismi igeren tutulan (retentat) akisa bolmektedir. (Chen vd., 2023).

Mikrofiltrasyon tipik olarak, ultrafiltrasyon kullanilarak peynir alt1 suyu proteinlerinin
konsantrasyonundan dnce bakteri ve yagin (partikiil/¢6ziinen madde boyutunda > 100
nm) uzaklastirilmast i¢in bir 6n aritma adimi olarak kullanilir. En kii¢iik peynir alti
suyu proteininin (6rnegin o-laktalbumin) 14 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip
oldugu g6z oniine alindiginda, tipik olarak peynir alt1 suyu proteinlerini laktoz ve
minerallerden ayirmak i¢in 10 veya 20 kDa molekiiler agirlik kesim noktasina
(MWCQO) sahip ultrafiltrasyon membranlar1 kullanilir. Tim peynir altt suyu
proteinlerini (kuru bazda en az %35) igeren filtrelenmemis kisim, genellikle membran
filtrasyonu veya kromatografik sistemler kullanilarak spesifik peynir alti suyu
proteinlerinin fraksiyonlanmasi ve izolasyonu ig¢in baslangic malzemesi olarak
kullanilir. Diyafiltrasyon uygulanirsa protein icerigi %80'e kadar arttirilabilir.
Diyafiltrasyon sirasinda, laktoz ve minerallerin es zamanli olarak membrandan
gegmesini saglayacak sekilde beslemeye siirekli olarak su eklenir, boylece tutulan
kisimdaki protein saflig1 etkili bir sekilde arttirilir. Peynir alti suyu proteinlerinin
fraksiyonlanmasi i¢cin MWCO'lar1 10 ila 300 kDa arasinda olan ultrafiltrasyon
membranlart arastirtlmistir.  Rejenere seliiloz (RC), polietersiilfon (PES) ve
poliviniliden floriir (PVDF) membranlari, diisiik protein baglama ozellikleri sergiler
ve protein ¢ozeltilerinin islenmesinde yaygin olarak kullanilir. Bunlar arasinda PES
membranlari, diisiik maliyetleri ve iyi termal ve mekanik stabiliteleri nedeniyle siit

iriinleri islemede en yaygin olarak benimsenen UF membranidir (Chen vd., 2023).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE METOT

Bu boliimde tez kapsaminda kullanilan materyaller, numunelerin hazirlanmasi ile

aragtirma ve analiz yontemleri ele alinmaktadir.

3.1. Materyal

Ay cekirdegi kiispesi ile yapilan analizler igin ipek Degirmen markasinin (Aksaray,
Istanbul) i¢ ay ¢ekirdekleri temin edilip, Karaerler NF100 soguk pres makinasinda
40°C civarinda cekirdeklerin yag: ayrilarak kiispe elde edilmistir. Peynir alt1 suyu
numuneleri, kasar ve beyaz olmak iizere yagsiz bir sekilde Kaanlar Gida firmasindan

(Malkara, Tekirdag) temin edilmistir.

Analizlerde Novozymes 2.4 AU/g Alcalase (3.4.21.62) ve 1000 U/g Flavourzyme
enzimleri, Sigma Aldrich ACE (A6778-1G), DPP-IV (D4943-1VL), pepsin (P6887-
1G) ve pankreatin (P3292) kullanilmistir. Ticari analitik diizey kimyasallar, Sigma
Aldrich hidroklorik asit (320331), sodyum hidroksit (S5882), sodyum azid (S2002),
trifloroasetik asit (T6508), TNBS (P2297), kaptopril (PHR1307), tris (T1503), etanol
(34852-M), Merck sodyum dodesil siilfat (8170349020), metanol (1060072500) ve
Isolab sodyum asetat anhidrat (969.176) analizlerde kullanilmistir.

3.2. Proteinlerin izolasyonu

Ay ¢ekirdegi kiispesi protein izolatlar1 AE-IP (alkali ekstraksiyonu — izoelektrik
coktiirme, “alkali extraction — isoelectric precipitation’”) metodu (Goksu vd., 2022)
kullanilarak elde edildi. Ay c¢ekirdegi kiispeleri bigakli karistiricida 6giittildiikten sonra
pH 9.5’e 2 M NaOH ve kiispe ile saf su 1:15 (w/v) oraninda 1 saat boyunca karigtirildu.
Ay cekirdegi kiispeleri 11.000 xg, 25 dakika kosullarinda santrifiij (Himac CR22N,
Hitachi, Japonya) isleminden gecirildikten sonra, filtre kagidindan kaba siiziildii.
Stizlintli kism1 pH 4.5’a 2 M HCl ile ayarlayarak sabitlendi. Yeniden 11.000 xg hizinda

ve 25 dakika boyunca santrifiij edilerek ¢okelen proteinler pH 7’ye ayarlandiktan sonra
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liyofilizatér (TRS 2-2V, Teknosem, Istanbul, Tiirkiye) ile dondurarak kurutma
isleminden gegirildi. Liyofilizat dgiitiilerek toz haline getirildikten sonra buzdolabinda

saklandi (+4°C).

Yagsiz peynir altt suyu numuneleri ise ultrafiltrasyon yontemi (Cemiloglu, 2019) ile
Vivaflow 200 markali 10 kDa MWCO PES (polietersiilfon) membran kasetinden filtre
edilerek 30 kat hacmen konsantre elde edildi. Konsantrenin mikrobiyel bozulmasini
onlemek amaciyla numunelere %0.02 sodyum azid eklendi. Analizlerde kullanilmak
iizere elde edilen peynir alt1 suyu numuneleri, -20°C’de en fazla 6 ay kalacak sekilde

depolandi.

3.3. Protein izolatlarimin Proteolizi

Ay ¢ekirdegi protein izolatlar1 suda %10’luk ¢ozelti olusturacak sekilde ¢oziildi. Ay
cekirdegi proteinli karisim ve peynir alti suyu konsantrelerine ayr1 ayr1 2.4 AU/g
Alcalase enzimi eklendi ve pH 8’e ayarlandi. Karigim 6nceden ayarlanmig 50°C’lik su
banyosunda 2 saat boyunca karistirildi. Ardindan 1000 U/g Flavourenzyme eklenerek
ortamin pH degeri 6’ya sabitlendikten sonra 50°C’lik su banyosunda proteoliz islemi
1.000 rpm degerinde 2-18 saat boyunca yiiriitiildii. Islem sonunda 95°C’lik su
banyosunda 5 dakika enzim inaktivasyonu gergeklestirildikten sonra buz banyosu ile
sogutma islemi yapildi. Sogutulan karisim, 10.000 xg degerinde 15 dakika santrifiij
edildikten sonra supernatant kisim analizlerde kullanilmak tizere numune kabina

alindi.

3.4. Proteolitik Hidrolizatlarin UF Bazh Fraksiyonlamasi

Protein hidrolizatlarina 3, 5 ve 10 kDa MWCO (molecular weight cut-off: molekiil
agirhgr ayirma sinir1) ultrafiltrasyon membranlart  kullanilarak fraksiyonlama
uygulandi. Elde edilen fraksiyonlar analiz yapilana kadar -20°C’da saklandi. Sekil
3.1’de ay cekirdegi ve peynir alti suyu hidrolizatlarinin 10 kDa ultrafiltrasyon
membranindan gegirilerek fraksiyonlanmasi iglemi gosterilmektedir. Sol taraftaki
biiyiik hazne besleme iinitesi, ortadaki cihaz filtre ve altinda pompa mekanizmasi ve

sag tarafta ise toplama haznesi goriilmektedir. Sag tarafta elde edilen numune permeat,
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islem sonunda sol tarafta filtreden geri donen kisim ise retentat olarak

adlandirilmaktadir.

Sekil 3.1: Ay cekirdegi ve peynir alti1 suyu hidrolizatlarimin 10 kDa
ultrafiltrasyon membranindan gecirilerek fraksiyonlanmasi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

3.5. Hidrolizatlarin Hidroliz Derecesinin Belirlenmesi

Elde edilen protein hidrolizatlarinin hidroliz dereceleri TNBS metodu (Adler-Nissen,
1979) ve grubumuz tarafindan yayinlanmig yontem (Goksu vd., 2022) modifiye
edilerek belirlendi. Bu amagla 1 mg/ml hidrolizat ve 1 ml 0.2 M sodyum fosfat tampon
cozeltisi (pH 8.2) falkon tiiplerinde 3 paralelli olarak hazirlandi. Bu karigimdan 200 pl
0.45 um PTFE (politetra-floretilen) filtreden gegirilmis hidrolizat alind1 ve {izerine 200
pul 0.2 M sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi eklenip ardindan vortekslendi. Vorteks
uygulanan karisimin iizerine 400 pul %0.44°lik SDS (sodyum dodesil siilfat) ¢ozeltisi
eklenip tekrar vortekslendi. Kor 6rnek i¢in 400 pul 0.2 M sodyum fosfat tampon
¢ozeltisi bir tlipe hazirland1 ve tlizerine 400 pl 9%0.44°likk SDS eklendi. Tiim 6rneklere
190 ul sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi eklendi ve karisimlar vortekslendi. Ornekler
iizerine 300 pul %0.1 TNBS eklenip karisim vortekslendi. Onceden 50°C’ye ayarlanmig
su banyosunda 6rnekler agz kapali sekilde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda ornekler ¢ikarilip iizerlerine 0.1 M HCI eklenerek vortekslendikten sonra 340

nm’de absorbans dl¢limii yapildi. Numunede bulunan toplam amino grubu sayist hit,
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ornekteki tamamen hidrolize olan peptit baglar1 ile hesaplandi. Yiizde cinsinden

denklem 3.1 kullanilarak hidroliz derecesi hesap edildi.

%Hidroliz Derecesi = I x 100 (3.1)
htot

h = hidroliz edilmis peptit bag sayisi

hiot = toplam mevcut peptit bag sayisi

3.6. Biyoaktivite Testleri

Elde edilen proteinlerin hidrolizat fraksiyonlarinin in vitro biyoaktivitelerini 6lgmek
amaciyla ACE ve DPP-IV onleyici testler yapildi. Bu testlerde enzim inhibisyon

degerleri hesaplanarak degerlendirildi.

3.6.1. ACE-Onleyici Aktivite Testleri

ACE-onleyici aktivite testi icin HPLC cihazi kullanildi. Yontem olarak (Sheih vd.,
2009), modifiye edilerek kullanildi. HPLC cihaz sistemi olarak C18 kolonu, sivi
kromatografi LC-20AD solvent dagitict modiilii, SIL20A HT oto drnekleyici, DGU-
20A5R degazer, SPD-20A UV-VIS detektdr ve CTO-10AS VP kolon firmi kullanilda.
Substrat olarak Hippuril-His-Leu (HHL, H1635) kullanildi ve test ile HHL’ nin
hippurik aside (HA) ve His-Leu dipeptidine par¢alanma kinetigi 6l¢iildii. Karigimlara
0.3 M NaCl eklenerek ACE aktivitesi gozlendi (Caglar, Cakir, & Giilseren, 2021).
Analiz i¢in 100 mM pH 8.3 sodyum borat tampon ¢6zeltisi, 0.02M Tris-0.8M NaCl,
6.5 uM HHL+0.8M NaCl ve HPLC i¢in %50 metanol + %0.1 trifluroasetik asit mobil
fazi hazirlandi. Peptit fraksiyonlarindan 90 pl tiiplere alinarak tizerine 50 pl
HHL+NaCl eklendi. On inkiibasyon i¢in érnekler agz1 kapali sekilde 500 rpm hizinda
10 dakika boyunca 37°C su banyosunda karistirildi. Siire bitiminde 6rneklere 40 pl
ACE enzimi eklenip vortekslendikten sonra agzi kapali sekilde 500 rpm degerinde 1
saat boyunca 37°C su banyosunda karistirildi. Referans inhibitér olarak kaptopril
kullanild1. Kaptopril 0.05 pM konsantrasyonunda olacak sekilde Tris-HCI+0.6M NaCl
tamponunda ¢ozdiiriilerek hazirlandi. Ornekler 228 nm absorbans degerinde 0.6
ml/dakika akis hiz1 ve 10 pl enjeksiyon hacmi kosullarinda HPLC cihazinda analiz
edildi. Tiim ornekler iki paralelli olarak ¢alisildi. Analizin prensibi ACE enziminin

HHL substratin1 katalize ederek ortama hippiirik asit (HA) salinimina sebebiyet
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vermesidir (Paiva vd., 2017). Yonteme uygun olarak analiz edilen 6rneklerin HA

icerigi saptanarak inhibisyon yiizdeleri denklem 3.2’ye uygun olarak hesaplandi.

.y ANegatif Kontrol—Asrnek
%inhibisyon = —egatf Kontrol” “orne (3.2)
ANegatif Kontrol—Akor

A =228 nm’de elde edilen pik alan1

3.6.2. DPP-1V Onleyici Aktivite Testleri

DPP-IV biyoaktivite testinde spektrofotometrik yontem kullanildi (Nongonierma vd.,
2017). Analizde substrat olarak 0.8 uM Gly-Pro-pNA, tampon ¢6zeltisi olarak 100 uM
Tris pH 8 kullanildi. Ornek tiiplerine 50 ul peptit fraksiyonlar ve 50 ul substrat
eklendikten sonra 6n inkiibasyon islemi i¢in 500 rpm hizinda 10 dakika boyunca 37°C
su banyosunda karistirildi. Inkiibasyon sonunda 0.01 iinite/ml DPP-IV enziminden 100
pl ekledikten sonra tekrarda 37°C 500 rpm hizinda 1 saat boyunca 37°C’da
inkiibasyona birakildi. Islem sonunda tepkimeyi durdurmak amaciyla 200 ul 1M
sodyum asetat tamponu pH 4 eklendi. Kor ve negatif kontrol substrat ve tampon
cozeltilerle hazirlandi. Pozitif kontrol i¢cin 2 uM Diprotin A 100 uM Tris pH 8 tampon
cozeltisi kullanilarak hazirlandi. Tiim 6rnekler 2 paralelli olarak ¢aligildi. Shimadzu
Biospec NanoDrop spektrofotometresi ile 405 nm dalgaboyunda % inhibisyon
degerleri denklem 3.3 ile hesaplandi.

%Inhlblsyon — ANegatL'f Kontrol—Asrnek (33)

ANegatif Kontrol—Akor

A =405 nm’de 0Olgiilen absorbans degeri
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3.7. Biyoaktif Peptit Fraksiyonlarimn Uriin Gelistirme Denemelerinde

Degerlendirilmesi ve Depolama Testleri

Biyoaktif protein hidrolizati eklenen {iiriinler makarna, dondurma ve pudingden
olusmaktadir. Dondurma yapimi i¢in Cuisinart ICE30BCE Dondurma Makinesi ve
makarna i¢in Philips HR2382/15 Makarna Makinesi kullanildi. Makarna kurutmak
amaciyla Dalle BY1147-1 marka meyve-sebze kurutma firin1 kullanilmistir. Puding
icin pisirme amagl olarak Teka marka elektrikli ocak kullamildi. Uriinlere %1 veya 5
iceriginde protein izolatlar1 eklenerek 6n denemeler yapildi. Uriinlerin temel igerikleri,

kullanilan cihazlarin kullanim talimatinda 6nerilen miktar ¢ercevesinde uygulandi.

Dondurma yapiminda 400 ml krema, 200 ml siit ve 115 g seker kullanilmistir. Protein
hidrolizat1 eklendikten sonra karigim 2 saat +4°C’de bekletildi. Dondurma
makinesinde yaklasik 25 dakikada dondurma elde edildi. Numuneler analizlere kadar

-20°C’de saklanda.

Makarna i¢in 200 g irmik, 50 g un ve 95 ml su kullanilarak hamur olusturuldu.
Mikrobiyal bozulmay1 6nlemek amaciyla hamura %0.1 kalsiyum propiyonat eklendi.
Protein hidrolizat1 6nceden suyla karistirilip harca eklendi. Elde edilen makarnalar
mikrobiyal bozulmay1 6nlemek ve endiistriyel makarnalara yakin bir tekstiir elde
etmek amaciyla 70°C’de 7 saat boyunca kurutulduktan sonra oda sicakliginda plastik

ambalajda saklandi.

Puding denemelerinde tekrar edilebilirligin yiliksek olmasi agisindan Kent Boringer
marka hazir vanilyali puding toz karigimu (iiriin no: MY T01245) iiriin kullanildi. Hazir
vanilyali toz pudingin bilesiminde sirasiyla seker, misir nisastasi, vanilya aroma
vericisi, vanilya ekstrakti (%0.2), tuz, kivam artirict (karragenan) ve renklendirici (beta
karoten) bulunmaktadir. Kivamin tutmasi amaciyla 20 g puding tozuna 72 ml kadar
siit eklenip ocakta kivam alana kadar pisirildi. Protein hidrolizati pisirme Oncesinde
stitle karistirilip karigima eklendi. Numuneler soguduktan sonra +4°C’de agz1 kapali

kapta saklandi.
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3.9. Simiile Edilmis Gastrointestinal Sindirim Analizleri

Sindirim simiilasyonu i¢in %2 ila %5 ay ¢ekirdegi, kasar ve beyaz PAS fraksiyonlari
eklenmis gida 6rnekleri iiretim giiniinde kullanilmistir. Sindirim simiilasyonunda en
yaygin metotlardan biri olan INFOGEST, pH sabit tutularak uygulanan bir yontem
olmasindan dolay1 sindirim kinetigini simiile edememesi yoOniinden dezavantajli
olmaktadir (Brodkorb vd., 2019). Bu nedenle sindirim kinetigini yansitan farkli bir
yontem aragtirilarak uygulanmistir. Yapilan bir ¢alismanin (Rivero-Pino vd., 2020)
sindirim metodu modifiye edilerek, oérnekler pH 2’ye ayarlandiktan sonra pepsin
eklenmis ve 37°C’de 100 rpm 1 saat boyunca mide sindirimi simiile edilmistir. Mide
sindirimi tamamlanan orneklerin pH degeri 5.3 seviyesinde ayarlanip Orneklere
pankreatin eklenmistir. Ayni1 kosullarda pH 7.5’e ayarlanmis oOrnekler 2 saat
sindirildikten sonra reaksiyon durdurulmustur. Sekil 3.2’de sindirim simiilasyonu is

akis1 gosterilmektedir.
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Ornek hazirlama

1M HCl ile pH 2 ayarlama

%4 (w/w protein bazinda)
pepsin ilavesi

37°C 100 rpm 1 saat
sindirim

0.9 M NaHCO3 ile pH 5.3
ayarlama

%4 (w/w protein bazinda)
pankreatin ilavesi

1M NaOH ile pH 7.5
ayarlama

37°C 100 rpm 2 saat
sindirim

90°C 5 dk enzim
inaktivasyonu

10.000 xg 5 dk santrifij

Supernatant toplama ve
saklama

Sekil 3.2: Sindirim simiilasyonu
Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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3.10. LC-MS/MS Analizleri

Sivi kromatografi kiitle spektrometri analizleri i¢in Waters ACQUITY UPLC I-
CLASS PLUS LC System, Xevo TQ-XS Mass Spectometer cihazi ve BEH C18
kolonu (2.1 mm x 50 mm x 1.7 pm) kullanilmistir. Analiz i¢in 6rneklerden 1 g
tartilarak numune kabina alinmistir. Makarna 6rnegi analiz i¢in 6nceden haglanmistir.
Tim Ornekler tartildiktan sonra mobil faz A ve B hazirlanmistir. Mobil faz A igin
%0.05 formik asit igeren ultra saf su ve mobil faz B i¢in %0.05 formik asit i¢eren
asetonitril hazirlanmistir. Ornekler numune ve mobil faz A ile 1:10 seklinde
hazirlanmistir. Bir siire ¢6zlindiikten sonra 22 um CA (cellulose acetate) seliiloz asetat
filtreden gegirilerek hazirlanmistir. Cihazin kolon sicakligi 40°C, numune sicakligi
20°C, enjeksiyon miktar1 5 pl ve akis hizi 0.5 ml/dk seklinde ayarlanmistir.
Iyonizasyon modu ESI pozitif, edinim mod MRM ve kiitle taramast, kapiler voltaj 0.5
kV, carpisma enerjisi 20-40 eV ve koni voltaji ise 70 V olarak belirlenmistir.
Basamaklasma sistemi 0-5 dk %15, 5-8 dk %25, 8-10 dk %50, 10-15 dk %85, 15-30
dk %90, 30-35 dk %80 ve 35-40 dk %15 mobil faz B seklinde ayarlanarak her numune

icin toplam 40 dakika analiz islem siiresi belirlenmistir.

MS verilerinin edinilmesinin ardindan, tanimlanan peptit dizilerinin fizikokimyasal ve
potansiyel biyoaktif 6zelliklerini tahmin etmek icin in silico analizler yiiriitiildii. Ay
cekirdeginden tiiretilen peptitlerin fizikokimyasal 6zelliklerini tahmin etmek i¢in
ToxinPred (Gupta vd., 2013) ve Protparam (Gasteiger vd., 2005) kullanildi. Biyoaktif
peptit dizilerinin olasiligini degerlendirmek i¢in PeptideRanker (Mooney vd., 2012)
kullanildi. Ay ¢ekirdegi peptitlerinin potansiyel ACE veya DPP-1V inhibitor etkilerini
tahmin etmek icin BIOPEP aract (Minkiewicz vd., 2019) kullanildi1 ve burada ilgili
BIOPEP A ve B parametreleri raporlandi. PeptideRanker degerleri > 0,5 veya yiiksek
BIOPEP A/B degerlerine sahip potansiyel olarak biyoaktif diziler, MS verilerinin
analizinde kullanildi. Ay ¢ekirdegi peptitlerinin atomik diizeyde ACE ve DPP-1V ile
nasil etkilesime girdigine dair ayrintili bir bilgi edinmek amaciyla molekiiler docking
caligmalar1 kullanilmistir. Bu ¢alismalar ay g¢ekirdegi peptitlerinin HPEPDOCK ve
CABS-Dock platformlarini kullanilarak ACE ve DPP-IV enzimi ile yerlestirilmesini
icermektedir. iki aracin sonuglari karsilastirilarak bulgularin dogrulugu kontrol edildi.
HPEPDOCK, protein-peptit yerlestirmesini analiz etmek i¢in hiyerarsik bir yaklagim

kullanir ve protein-ligand baglanma afinitesini tahmin etmek i¢in serbest enerjiyi
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(kcal/mol cinsinden) belirten yerlestirme puanlar1 saglamaktadir. Ote yandan, CABS-
Dock, bir baglanma yeri aramast sirasinda peptit yapisinin tam esnekligine ve protein

parcalarinin kapsamli esnekligine izin vermektedir.
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde elde edilen bulgularin analizine yer verilecektir. Biyoaktif peptit igeren
protein hidrolizatlarin biyoaktivitesinin incelenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢alismada

elde edilen veriler degerlendirilecektir.

4.1. Protein Tayini

Soguk preslenmis ay ¢ekirdegi keki, protein izolat1 eldesinde daha dnce bahsedilen
islemlerden gecirilerek elde edilmistir. Sekil 4.1’de bu yontemle elde edilen ay
cekirdegi protein izolatinin iiretim akis semasi verilmistir. Kek ile saf su karigimi 1:15
oraninda hazirlandiktan sonra AE-IP yontemi sonucunda santrifiij ile siipernatant

uzaklastirilmis ve kalan ¢okelti liyofilize edilerek protein izolatlar1 elde edilmistir.

Sekil 4.1: AE-IP yontemi ile ay ¢ekirdegi protein izolati eldesi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Elde edilen protein 6rneklerinden 1 g’lik numuneler alinarak Kjeldahl yontemi ile
protein tayini yapilmistir. Ek 1°de Kjeldahl yonteminde yakma islemi i¢in hazirlanan
ornekler gosterilmektedir. Yakma isleminden sonra distilasyon islemi ve titrasyon

sonrasi renk degisimi gozlenen drnekler Sekil 4.2°de verilmektedir. Orneklerde renk
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degisimi, distilasyon sirasinda agiga ¢ikan amonyum borat ile titrasyonda kullanilan
hidroklorik asit ile reaksiyonundan amonyum kloriir ve borik asit olugmasina bagl

olarak gerceklesmektedir. Azot miktar1 buradan hesaplanmaktadir.

Sekil 4.2: Kjeldahl metodu protein tayininde distilasyon cihazi ve titrasyon

oncesi ve sonrasi renk degisimi gozlenen o6rnekler

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kjeldahl yontemiyle yakma, distilasyon ve titrasyon uygulamalari sonucunda protein
miktarlar1 belirlenmigtir. Tablo 4.1’de ay c¢ekirde§i proteinleri ve hidrolizat
fraksiyonlarinin protein igerikleri (%) gosterilmektedir. Sonuglara gore en yliksek
protein ylizdesine sahip Ornek olarak ay ¢ekirdegi protein izolati bulunmustur.
Hidrolizat fraksiyonlar1 arasinda membranlardan 10 kDa retentat 6rnegi en yliksek
protein igerigine (%) sahiptir. Ultrafiltrasyon islemi uygulanan hidrolizat 6rnekleri,
membrandan siiziilen permeat igerisinde 10 kDa gozeneklerinden daha kiiciik boyutta
molekiiller icermektedir. Retentatta kalan ve biiyiikliigii 10 kDa ile daha biiyiik olan
molekiiller fazla ve konsantre halde bulunmalari sonucunda daha yiiksek protein

miktarlari icerdikleri gozlemlenmistir.
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Kasar ve beyaz peynir alt1 suyu numunelerinin hazirlanmasi hacmen 30 kat konsantre
peynir alt1 suyu numuneleri kullanmanin protein igerigi bakimindan izolat, hidrolizat

ve konsantrelere oranla en yliksek deger oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.1: Protein érneklerinin icerigi (%)

Ornek % protein
APK 53.8+0.4
API 88.2+0.1
APH 82+0.0
APH 10 kDa retentat 341+29
APH 10 kDa permeat 2.6+0.0
APH 3 kDa retentat 50+0.2
Kasar peynir alt1 suyu 1.41+0.1
Kasar PAS 5x konsantre 6.1 £0.1
Kagar PAS 30x konsantre 10.8 £0.9
KPH 1.27+0.0
Beyaz peynir alt1 suyu 0.5+0.0
Beyaz PAS 5x konsantre 246+ 0.1
Beyaz PAS 30x konsantre 546+0.1

APK: Soguk sikim ay ¢ekirdegi keki; API: Ay ¢ekirdegi protein izolati; APH: Ay
cekirdegi proteini hidrolizati; PAS: Peynir alt1 suyu; KPH: Kasar PAS hidrolizati

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.2. Hidroliz Derecesinin Belirlenmesi Analizi

Elde edilmis hidrolizatlar ve ultrafiltrasyon yontemi ile fraksiyonlama islemine tabi
tutularak fraksiyonlarin hidroliz dereceleri dl¢iilmiistiir. Ornekler molekiil biiyiikliik
sirasina gore, fraksiyonlara ayirma ve iglem kolaylig1 amaciyla 6nce 10 kDa ve daha
sonra 3 kDa membran biiyiikliigiindeki ultrafiltrasyon kasetlerinden gecirilmistir.
Ultrafiltrasyon islemi sirasinda membrandan gecen ve istte kalan kisimlar ayrica

toplanmis ve toplanan 6rneklerin hidroliz dereceleri dl¢iilmiistiir.
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Tablo 4.2°de ay c¢ekirdegi, kasar ve beyaz peynir alti suyu protein hidrolizat
fraksiyonlarinin hidroliz derecesi yiizdeleri verilmektedir. Permeat (filtreden gegen,
stiziintii) ornekler <10 kDa ve <3 kDa olarak gosterilirken 3 ve 10 kDa arasindaki
ornekler ile >10 kDa ve >3 kDa seklinde belirtilen ornekler retentat ya da filtreden

gegmeyen kisim olarak adlandirilmaktadir.

Hidroliz derecesi en yiiksek orneklerin 10 kDa membrandan gegirilen permeat (<10
kDa) oldugu tespit edildiginden fraksiyon ornekleri biyoaktivite testleri ve {irlin
uygulamalarinda kullanilmak {izere secilmistir. Orneklerden 10 kDa permeatin
hidroliz derecesi artarken, 3 kDa permeat oOrneklerde daha disik degerler
gozlemlenmistir. Bir ¢aligmada molekiil agirhigr kiiciik peptitleri daha fazla iceren
orneklerin hidroliz derecesi daha yiiksek ¢ikmistir (Zhao vd., 2024). Dolayistyla 10
kDa permeat 6rneklerin daha yiiksek hidroliz derecelerine sahip olmalarinin nedeni

sayica daha fazla kiiclik molekiil agirlikta peptit icerdikleri sdylenebilmektedir.

Onceki literatirde de kombine sekilde endo ve ekzo-proteazlarm kullanimiin
proteoliz derecesini artirdigi goriilmiistiir (Villanueva vd., 1999). Bu durum baz
alindiginda, Alcalase ve Flavourzyme proteazlarimin beraber kullanimi hidroliz
derecesini artirdigi sdylenebilir. Ornegin; Alcalase uygulanan peynir altt suyu
numuneleri ile kontrol numunenin hidroliz dereceleri ve ACE inhibisyon degerleri
karsilagtirildiginda, yiiksek hidroliz derecesine sahip hidrolizat 6rneginin kontrole
oranla 10 kat daha yiiksek ACE inhibisyon degeri gosterdigi goriilmiistiir (Eberhardt
vd., 2019). Bu tez calismasinda yiiksek hidroliz derecesi olan numuneler enzim ve
fraksiyonlama uygulamalari ile peptitlerin biyoaktivitelerinin iyilestirilmesi amaciyla

secilerek analizler yapilmistir.

Beyaz ve kasar peynir alt1 suyu numuneleri 10 kDa ultrafiltrasyon kasedi ile 30 kat
hacmen konsantre edildikten sonra enzimatik hidroliz islemlerine tabi tutulmustur.
Ogiitiilmiis soguk pres ay cekirdegi kekinden AE-IP yontemi ile protein izole
edildikten ve ardindan liyofilizasyon uygulandiktan sonra 1:10 saf su ile seyreltilerek
izolatlar sirastyla Alcalase ve Flavourzyme ile hidroliz edildi. Alcalase ve
Flavourzyme proteazlar1 ile muamele edilen beyaz ve kasar peynir altt suyu

numuneleri ve ay ¢ekirdegi hidrolizat 6rnekleri Sekil 4.3°te verilmistir.
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Sekil 4.3: Alcalase ve Flavourzyme uygulanan sirasiyla beyaz ile kasar peynir

alti suyu numuneleri hidrolizat ve ay ¢ekirdegi protein hidrolizatlar: érnekleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Spektrofotometrik yontem (Goksu vd., 2022) ile dlgiilen absorbans degerlerine gore,
Hidroliz derecesi hesaplanmistir. Sekil 4.4 iizerinde 340 nm absorbansi Olciilen ay
cekirdegi protein hidrolizat 6rnekleri goriilmektedir. Seyreltmeler 1:1, 1:2 ve 1:10
seklinde uygulanan hidrolizat 6rnekleri kullanilarak denemeler yapilmistir. Sirastyla
kasar peynir alti suyu numuneleri, ay ¢ekirdegi ve beyaz peynir altt suyu protein
hidrolizatlarinin hidroliz derecesi analizi (TNBS testi) sirasinda gorselleri ise Sekil
4.5’te gozlemlenmektedir. Hidrolizatlarin analizi bitiminde renk farklilig1
gbzlemlenmistir. Bu analizde renk dogru 6l¢iim alamamaya sebep oldugundan dolay1
istenmeyen bir parametre olmakla beraber igerisindeki renk maddelerinin azaltilmasi
seyreltilerek yapilmistir. Sirastyla kasar PAS 10 kDa permeat, 3 kDa retentat ve
permeat Ornekleri hidroliz derecesi (TNBS) analizi 6rnekleri Sekil 4.6’da verilmistir.
Kasar PAS 10 kDa permeat ve 3 kDa retentat orneklerinin hidroliz derecelerine
bakildiginda Tablo 4.2°ye gore ¢ok yakin deger gostermektedir. Sekil 4.6’da bu
orneklerin renklerinin de ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Kasar PAS 3 kDa permeatin
ise hem renk agisindan daha acik hem de hidroliz derecesi daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Daha fazla kiiclik peptitlerin varligi, daha yiiksek hidroliz derecesine

neden olmas1 ve daha derisik goziikkmesine neden oldugu sdylenebilmektedir.
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Sekil 4.4: Absorbansi 340 nm dalga boyunda 6l¢iilen hidroliz derecesi belirleme

analiz APH ornekleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.5: Sirasiyla kasar peynir alt1 suyu, ay ¢ekirdegi ve beyaz peynir alt1 suyu

protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesi (TNBS) analizi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.6: Sirasiyla kor, kasar PAS 10 kDa permeat, 3 kDa retentat ve permeat

ornekleri hidroliz derecesi (TNBS) analizi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Hidrolizat, 3 kDa ve 10 kDa membranlarindan gecirilen permeat ve retentat
fraksiyonlarinin hidroliz dereceleri Tablo 4.2°de verilmistir. En yiiksek hidroliz
derecesi (%) ay cekirdegi protein hidrolizatinin 3 kDa retentat fraksiyonunda
gorlilmiistiir. Bu sonuca bagl olarak 3 ile 10 kDa arasinda bulunan ay g¢ekirdegi
peptitlerin ¢oziiniirliigiiniin yliksek oldugu sdylenebilmektedir. Bununla beraber, ay
cekirdegi hidrolizat1 10 kDa permeat fraksiyon 6rneginin hidroliz derecesinin %60.6
ile istatistiksel olarak farkli bir degerinin oldugu goriilmektedir. Kasar ve beyaz peynir
alt1 suyu orneklerinde ise 10 kDa permeat numunelerinin ¢oziiniirliigiiniin digerlerine

kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.2: Hidrolizat ve fraksiyonlarin hidroliz dereceleri (%)

Ornek % HD
APH 164+1.0
APH >10 kDa 60.6 £2.3
APH <10 kDa 67.8+1.2
3<APH <10 kDa 785+ 1.1
APH <3 kDa 9.7+0.1
KPH 4.1+0.3
KPH <10 kDa 25.6 0.6
3<KPH <10 kDa 254+0.2
KPH <3 kDa 11.9+0.1
BPH 11.6+1.0
BPH <10 kDa 31.3+0.7
3<BPH <10 kDa 20.3+0.7
KPH <3 kDa 12.0£ 0.9

APH: Ay c¢ekirdegi protein hidrolizati, KPH: Kasar PAS hidrolizati, BPH: Beyaz
PAS hidrolizati, HD: Hidroliz derecesi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Ay ¢ekirdegi proteini lizerine yapilan benzer bir ¢aligmada, Alcalase ve Flavourzyme
eklenen ayg¢igegi protein dipersiyonunda 3 saatlik enzimatik proteoliz sonucunda
yaklasik %54 hidroliz derecesi bulunmustur (Villanueva vd., 1999). Farkli soliisyon
ile hazirlanan ay c¢ekirdegi proteini Orneginin %54 c¢ikmasi ile Tablo 4.2°de ay
cekirdegi protein hidrolizatinin hidroliz derecesinin yaklasik %16 ¢ikmasi ile
karsilagtirildiginda ¢ok farkli degerler oldugu gozlenmektedir. Bu durum, kullanilan
i¢c ay cekirdegi ve i¢ ay ¢ekirdegi iiriin igerigi, soliisyon ve yogunluk farklilig1 veya

kullanilan enzim miktar1 bakimindan degisiklik gosterebildigi sdylenebilmektedir.
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Ay cekirdegi protein hidrolizat1 ve fraksiyonlarinda hidroliz derece ve biyoaktivitenin
yani sira antioksidan biyoaktif peptitler icerip igermedigini arastirmak amaciyla
analizler yapilmistir. Ay ¢ekirdegi protein hidrolizatt ve 3 ile 10 kDa retentat ve
permeat fraksiyonlarina toplam fenolik icerigi ve antioksidan aktivitesi analizleri
uygulanmistir. Antioksidan 6zelliklerin verildigi Ek 2’de, en yiiksek toplam fenolik
icerige sahip Ornekler 3 ve 10 kDa permeat fraksiyonlari, antioksidan aktivitesi
bakimindan da en yliksek ornek 10 kDa retentat olarak hesaplanmistir. Buna gore
protein miktar1, c¢oziiniirlik ve biyoaktif oOzelliklerinin yani sira antioksidan
ozelliklerinin yiliksek olmasi nedeniyle hem insan sagligi hem de raf émrii agisindan
olumlu etkilere sahip olabilecegi sdylenebilmektedir. Bir calismaya gore 20 mg
GAE/mg lizerinde antioksidan 6zellige sahip meyveler yiiksek fenolik igerige sahip
olarak tanimlanmistir (Kdhkonen vd., 1999). Bugday riiseymi Alcalase hidrolizatinda
yiikksek aminoasit miktar1 bulunmus ve yiliksek antioksidan o6zellik gosterdigi
vurgulanmmuistir (Akillioglu ve Yalgin, 2010).. Ek 2’deki veriler degerlendirildiginde

fraksiyonlarin yiiksek fenolik icerige sahip oldugu sdylenebilmektedir.

Ay cekirdegi hidrolizati 3 kDa fraksiyonunda siireye bagli olarak toplanan
numunelerin hidroliz derecesi, ACE ve DPP-1V inhibisyon degerleri sirasiyla Ek 3 ve
Ek 4’te verilmektedir. Ek 3 ve Ek 4’te verilen degerler lineer bir artis veya azalma

gostermediginden dolayi siireye bagli bir yorum yapilamamaktadir.

4.3. Biyoaktivite Testleri
Bu béliimde hidrolizat, fraksiyon ve gida numunelerine uygulanan biyoaktivite testleri

ve analiz sonuglarina iligkin veriler sunulmustur.

4.3.1. ACE onleyici aktivite testleri
Ultrafiltrasyon yontemi ile elde edilen ay ¢ekirdegi, kasar ve beyaz peynir alt1 suyu
protein hidrolizatlar1 ve bunlarin 3, 5 ve 10 kDa fraksiyonlarinin ACE inhibisyon (%)
degerleri Tablo 4.3 iizerinde verilmektedir. ACE onleyici aktivite degerlerinde en
yiiksek (%) inhibisyon kasar peynir alt1 suyu 3 kDa retentati ile beyaz peynir alt1 suyu

hidrolizat, 10 kDa permeat ve 3 kDa retentat 6rnekleri bulunmustur.
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Yapilan bir calismada aygigegi kiispesinin alkalaz ve kimosin ile kimotripsin
hidrolizatlarinin DPP4 ve ACE inhibisyon degerleri 5 kDa permeat ve retentat
fraksiyonlari karsilagtirildiginda permeat fraksiyonlarinin daha yiiksek oranda oldugu
tespit edilmistir(Simsek, 2022). Alkalaz ve kimosin ile kimotripsin karsilastirildiginda
bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Buna bagli olarak molekiil agirhigr kiigiildiikge
ACE ve DPP-1V inhibisyon 6zelligi gosteren biyoaktif peptitlerin varligindan daha
cok bahsededilebilmektedir.

Tablo 4.3: Hidrolizat 6rneklerinin ACE inhibisyon aktivitesi degerleri (%)

Ornek % ACE inhibisyon
APH 79.7 + 3.8
APH 10 kDa permeat 96.3+0.1
APH 5 kDa retentat 83.0+4.6
APH 5 kDa permeat 84.3+12.5
APH 3 kDa retentat 75.5+3.7
APH 3 kDa permeat 86.7+2.0
KPH 90.6 +1.2
KPH 10 kDa permeat 98.2+1.2
KPH 3 kDa retentat 100.0+1.3
KPH 3 kDa permeat 91.4+5.9
BPH 100.0 £ 0.7
BPH 10 kDa permeat 100.0 £ 6.0
BPH 3 kDa retentat 100.0 £2.5
BPH 3 kDa permeat 92.1+6.0

APH: Ay c¢ekirdegi proteini hidrolizati; KPH: Kasar PAS hidrolizati; BPH: Beyaz
PAS hidrolizati.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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4.3.2. DPP-1V onleyici aktivite testleri
Tablo 4.4 iizerinde ay ¢ekirdegi, kasar ve beyaz peynir alt1 suyu hidrolizatlar1 ve
fraksiyonlarinin DPP-IV inhibe edici aktive (%) degerleri verilmektedir. En yiiksek
deger goriilen 6rnek %99.7 ile kasar peynir alti suyu hidrolizatinin 3 kDa retentat
fraksiyonu olarak bulunmustur. Degeri %98.8 inhibisyon ile beyaz peynir alt1 suyu

hidrolizat1 3 kDa permeat 6rneginin yiiksek bir aktivite gosterdigi gozlenmektedir.

Tablo 4.4: Hidrolizat 6rneklerinin DPP-1V inhibisyon degerleri (%)

Ornek % DPP-IV inhibisyon
APH 10 kDa permeat 70.6 £3.2
APH 5 kDa retentat 55.0+£1.2
APH 5 kDa permeat 53.8+£22
APH 3 kDa retentat 333+ 1.8
APH 3 kDa permeat 75.0+0.3
KPH 36.4+9.4
KPH 10 kDa permeat 71.1£6.7
KPH 3 kDa retentat 99.7+6.9
KPH 3 kDa permeat 87.0+8.0
BPH 31.1+2.1
BPH 10 kDa permeat 72.6 £6.9
BPH 3 kDa retentat 723+24
BPH 3 kDa permeat 98.8+ 0.6

APH: Ay c¢ekirdegi proteini hidrolizati; KPH: Kasar PAS hidrolizati; BPH: Beyaz
PAS hidrolizati.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sonuglar degerlendirildiginde ay cekirdegi 6rneginde en yiiksek biyoaktif 6zellige
sahip ornek 10 kDa permeat olarak gozlemlenmistir. Yiiksek ACE ve DPP-IV
inhibisyon degeri gosteren fraksiyonlarin tez konusu dahilindeki gidalara eklenmesi
sonucunda bu gidalarda daha yiiksek ACE ve DPP-IV inhibisyon deger eldesi

amaglanmistir.
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4.4. Biyoaktif Peptit Fraksiyonlarimn Uriin Gelistirme Denemelerinde

Degerlendirilmesi ve Depolama Testleri

Gida friinleri formiilasyon regetelerinin olusturulmasi i¢in denemeler yapildiktan
sonra peptit fraksiyonlari iceren makarna, dondurma ve puding orneklerinden
depolama siirelerine bagl olarak periyodik sekilde numuneler alinmistir. Sekil 4.7°de
makarna iirlin formiilasyonu denemesi igeriginde makarna yapma makinesinde
iiretilen spagetti tiirii makarna 6rnegi gosterilmektedir. Makarna tiirii se¢iminde ylizey
alan1 daha diisiik olmasi ve biiyiiklik bakimindan homojen bir &rnekleme
yapilabilmesi amaciyla penne tiirli makarna secilmistir. Bir ¢alismada, sindirim
simiilasyonu sonrasinda analiz edilen spagetti ve penne tiirlii makarna Ornekleri
karsilastirildiginda spagettinin toplam yiizey alaninin penneye oranla daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Ancak kuskus ve ekmek ile karsilastirildiginda spagetti ve penne

arasinda istatistiksel olarak fark gézlemlenmemistir (Vanhatalo vd., 2021).

Penne tiirii makarna 6rneginin kontrol numunelerinin kurutma asamasi Sekil 4.8de
verilmistir. Sekil 4.9°da %2 veya 5 beyaz PAS protein hidrolizat fraksiyonu eklenmis
makarna Ornekleri verilmistir. Oda sicakliginda raf émrii 6 ay olan kurutulmus
makarna Ornekleri analizlerde kullanilmak {izere plastik paketlerde saklanmistir.
Sekil 4.10°da kurutulan makarna 6rneklerinin analiz 6ncesi haslama isleminin gorseli

bulunmaktadir.

Sekil 4.7: Makarna yapma makinesinde iiretilen spagetti tiiriit makarna iiriinii.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.8: Makarna oérneklerinin kurutulmasi

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.9: Beyaz peynir alti suyu protein hidrolizat 10 kDa fraksiyonu eklenmis

(%2 veya 5) makarna ornekleri.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.10: Pisirme islemi uygulanan makarna ornegi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.11°de %2 veya 5 kasar PAS protein hidrolizat fraksiyonu eklenmis puding

yapim asamasi ve +4°C ortamda plastik kaplarda saklanan 6rnekler verilmektedir.

Sekil 4.11: Kasar peynir alt1 suyu protein hidrolizat 10 kDa fraksiyonu eklenmis

(%2 veya 5) puding yapim asamasi ve ornekleri.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Puding formiilasyon denemelerinde kontrol ve %1 veya 2 sivi ile liyofilize protein
hidrolizat1 igeren oOrnekler Sekil 4.12°de verilmistir. Elde edilen hidrolizat
fraksiyonlarinin pratikte daha uygun goriilmesi {izerine tim gida G6rneklerine sivi
eklenecegi karar1 verilmistir. Kasar PAS hidrolizat eklenen iirlin denemeleri ise Sekil

4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.12: iki farkl formiilasyon uygulanmuis ve liyofilize APH eklenmis (%0-2)

pudingleri.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.13: Kasar peynir alt1 suyu hidrolizat 10 kDa fraksiyonu eklenmis (%0-5)

puding ornekleri.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Kontrol dondurma ornegi Sekil 4.14’te gosterilmistir. Bu numunelere %2 ve 5
oraninda ay ¢ekirdegi ile kasar ve beyaz PAS hidrolizatlarinin 10 kDa fraksiyonu
eklenip 6 ay boyunca -20°C’de saklama deneyi yiiriitiilmiistiir. Raf émrii boyunca

toplamda 6 6rnek toplanmistir.
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Sekil 4.14: Dondurma makinesinde hazirlanan kontrol dondurma ornegi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.15’te ACE inhibisyon analizi i¢in hazirlanan HPLC o6rnekleri verilmistir.
Kontrol numunelere karsilik daha yiiksek miktarda fraksiyon eklenmis numunelerin
ACE inhibe edici aktivite daha yliksek bulunmustur. Tablo 4.7°de kontrol, %2 veya 5
oranlarinda hidrolizat eklenen gida o6rneklerinin sonuglart verilmistir. Analizde bazi

orneklerin sonucu heniiz bulunamamustir.

Buna ek olarak gida orneklerine DPP-IV ACE inhibe edici aktivite analizleri
yapilmigtir. Analizde sonug¢ alinamamistir. Tez ¢alismasinda DPP-IV inhibisyonu
sonucu veren 3 gida 6rnegi bulunmaktadir. Baz alinan metot, baz1 6rneklerde sonug
verirken veri alinamayan Orneklerde ise metot modifikasyon yoluna gidilmistir.
Modifikasyonlar arasinda seyreltme, AE-IP, homojenizasyon, santrifiij, filtreleme,
farkli tampon konsantrasyonu kullanma (20-200 mM Tris) gibi uygulamalar
bulunmaktadir. Bu modifikasyon yontemleri tiim gida 6rneklerinde denenmis fakat

sonu¢ alinamamustir.
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Tablo 4.8 ve Tablo 4.9’da depolama siirecindeki puding ve dondurma 6rneklerinin
ACE inhibe edici aktive sonuglar1 verilmektedir. Puding 6rneklerinde cogunlukla %5
eklenen ornekler ACE inhibisyon aktivitesi kontrol ve %2 protein fraksiyonu iceren

ornekler ile karsilastirildiginda daha yiiksek deger gosterdigi goriilmektedir.

Tablo 4.10’da makarna Orneklerinin depolamaya bagl olarak gosterdigi ACE
inhibisyon degerleri (%) verilmistir. Kontrol ve hidrolizat eklenen makarna 6rnekleri
karsilastirildiginda, en yiiksek biyoaktivite gdsteren 6rnegin %35 kasar peynir alt1 suyu
hidrolizat1 iceren numune oldugu goriilmistir. Bu durumda eklenen protein
fraksiyonlarinin  miktar1 artinca gida Orneginin  biyoaktivitesinin  arttig1
sOylenebilmektedir. Depolama siiresinde ise ACE inhibe edici aktivite seviyelerinde

dalgalanmalar oldugu goriilmektedir.

Analiz sonuglarinda lineer bir artis veya azalma goriilmemekle beraber bu durumun
ornekteki diger bilesenlerin gosterdigi farkli kimyasal reaksiyonlardan dolay1
meydana geldigi yorumlanabilir. Gida matrisleri yag, protein, karbonhidrat ve lif gibi
bilesenleri icermektedir. Bu bilesenler organik ve inorganik yapilari olusturdugundan
dolayr hedef analitleri aynm1 anda uzaklastirabilir veya mobil fazlan
etkileyebilmektedir. Ornegin gida icerisindeki yaglar HPLC de yiiksek pikler vermeye
sebep olabilmekle beraber ayrica kolonun etkinligini de azaltabilmektedir. Gida
matrislerinde bulunabilen flavonoid, antosiyanin, karotenoid gibi bilesikler kolaylikla
isinlart  absorbe ederek HPLC’de gelen piklerin disinda giiriiltii  olarak
goziikebilmektedirler. Bu giiriiltii ise piklerin dogru alinamamasina neden olmaktadir.
Ayrica gida igerisinde protein ve polisakkaritler analitler ile non kovalent bag yapmast
sonucu hidrojenlerin baglanmas1 veya elektrostatik etkilesimlerin gerceklesmesi
dolayistyla dogru sonuglarin alinamamast muhtemel olmaktadir. Ek olarak, hazirlanan
gida oOrneklerin kat1 olmasi sebebiyle ¢ok derisik ve homojen olmayan karisimlar

hazirlanarak saf olmayan numuneler olmasi dolayisiyla sonu¢ alinamayabilmektedir.
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Sekil 4.15: ACE onleyici aktivite analizi icin hazirlanmis yogurt, dondurma ve

puding HPLC o6rnekleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.5: Kontrol ve ay ¢ekirdegi protein hidrolizati eklenmis gida é6rneklerinin

DPP-1V inhibisyon degerleri (%)

Ornek % DPP-IV inhibisyon
Kontrol puding 11.8+2.4
%2 APH puding 19.8 +12.7
%35 APH dondurma 49+44

APH: Ay cekirdegi proteini hidrolizati.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.6: Puding drneklerinin depolama ACE inhibisyon aktivitesi degerleri

(%)
Siire (2 ay)
Ornek 1. 2. 3. 4. 5, 6.
Numune Numune Numune Numune Numune Numune
Kontrol 15.7 £ 124 + 295+ 33.5+ 64.1 £ )
04 1.1 1.2 0.5 6.2
2% 56.6 + 66.9 + 41.1 £ 3454 i 64.9 +
APH 1.7 7.4 5.0 ’ 4.3
5% 383+ ) 51.6 47.6 £ ) 584 +
APH 0.0 8.4 4.4 0.2
2% 69.5 + 12.6 £ 12.7 £ 239 + 24.6 £ 21.0 £
Kasar 04 3.6 0.5 3.1 0.6 24
5% 78.0 + 31.6 £ 359+ 333+ 33.5+ 31.8+
Kasar 1.2 2.9 1.1 1.9 0.8 2.1
2% 522+ ) y ) ) )
Beyaz 7.9
5% 59.9 + ) ) ) )
Beyaz 5.2

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.7: Dondurma orneklerinin depolama ACE inhibisyon aktivitesi degerleri

(“o)

Siire (6 ay)

Ornek 1. 2. 3. 4. 5, 6.
Numune Numune Numune Numune Numune Numune

33.8+ 44.5 + 23.0+ 64.1 + 86.0 + 89.6 +

Kontrol -~ ¢ 5.6 28 6.2 3.5 4.7

2% 69.6 209 + 31.6 152+ ) )
APH 0.2 0.7 52 1.7

5% 46.0 £ 48.5 + 223+ 29.0 £ 19.6 £ 27.0+
APH 6.9 5.6 2.6 5.1 04 6.1

2% 26.1 £ 257+ 232+ ) )
Kasar 0.1 1.7 0.2 .

5% 41.5 42.5 + 49.6 + )
Kasar 1.8 1.8 0.7 i i

2% 27.1 £ 28.0 £ 26.0 £ ) ) )
Beyaz 1.7 1.8 1.3

5% 48.5 + 529+ 534+ ) )
Beyaz 3.0 0.1 0.8

APH: Ay c¢ekirdegi proteini hidrolizati.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.8: Makarna oérneklerinin depolama ACE inhibisyon aktivitesi degerleri

(“o)

Siire (6 ay)

Ornek
1. Numune 6. Numune

Kontrol 12.0+ 8.7 9.5+3.1
2% APH - 14.7+3.6
5% APH - 284+1.3
2% Kasar 204+24 448+4.8
5% Kasar 32.8+3.1 47.1£2.5
2% Beyaz 14.8+1.0 12.6£2.6
5% Beyaz 35.6+4.7 459+0.8

APH: Ay c¢ekirdegi proteini hidrolizat1.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur
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4.5. Simiile Edilmis Gastrointestinal Sindirim Analizleri
Daha Once bahsedilen Sekil 3.2°deki is akisina uygun olarak yapilan sindirim

simiilasyonunda ay c¢ekirdegi hidrolizati ile kontrol eklenen numunelere %2 veya 5 ay
cekirdegi ve peynir alt1 suyu hidrolize fraksiyonlar1 eklenmistir. Puding, dondurma ve
makarna ornekleri i¢in Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de hidrolizat ve 6rnek gidalarin
sindirim simiilasyonu goriilmektedir. Sekil 4.18’de sindirimi tamamlanmis santrifiij
sonrast faz ayrimi goriilen kontrol ve %5 APH eklenmis dondurma oOrnekleri
gosterilmistir. Sekil 4.19°da sindirimi tamamlanmis kontrol ve hidrolizat fraksiyonu
eklenmis makarna ve dondurma ornekleri verilmistir. Makarna 6rneklerinde icerdigi
karbonhidrat ve liften dolay1 santrifiij sonras1 ayrim daha kolay olurken, dondurma
orneklerinde yagdan dolay1 daha zor faz ayrim1 olmustur. Sindirimi yapilan 6rneklerde
biyoaktivite analizlerinde daha 6nce de boliim 4.4’te bahsedilen sebeplerden dolay1

sonug elde edilememistir.

Sekil 4.16: Ay ¢ekirdegi protein Alcalase hidrolizatinin vitro sindirim

simiilasyonu.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.17: Ay c¢ekirdegi protein hidrolizat fraksiyonu eklenmis (%0-5)

dondurma ve puding in vitro sindirim simiilasyonu.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Sekil 4.18: Sindirimi tamamlanmis santrifiij sonrasi faz ayrim goriilen APH

eklenmis (%0-5) dondurma ornekleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Sekil 4.19: Simiile edilmis sindirim prosesleri tamamlanmis kontrol ve

hidrolizat fraksiyonu eklenmis makarna ve dondurma o6rnekleri

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

4.6. LC-MS/MS Sonugclar:

Tablo 4.9 ve 4.10°da ay ¢ekirdegi, kasar ve beyaz peynir alt1 suyu hidrolizatlarinin 10
kDa permeat fraksiyonlari ile zenginlestirilmis dondurma 6rneklerine ait LC-MS/MS
analiz sonuglar1 verilmistir. Tabloda numunede belirlenen peptitin kiitlesi, pozisyonu,
peptit sekansi ve kaynaklandig1 protein verilmektedir. Ay ¢ekirdegi hidrolizat1 iceren
dondurmada yapilan analiz sonucu igerisinde putative glutelin tip B1, albiimin-8 6ncii
(metionince zengin 28 protein, SFA8) ve 11S globiilin tohum depo protein G3 oldugu
bulunmustur. Kalitatif bir ¢alismada, dominant bir endosperm proteini olan glutelinin

piringte oldugu gozlemlenmistir (Satturu & Durgarani, 2016).

Immiinoglobulin E yapisim tutan proteinler, ay cekirdeginde 10 ile 50 kDa olarak
bulunmug ve albiimin 2S proteini 16 kDa biiyiikliiglinde analiz edilmistir (Kelly vd.,
2000). Dondurmaya eklenen ay cekirdegi protein hidrolizat fraksiyonunun 10 kDa

permeatt olmasi dolayisiyla 10 kDa’dan kiiciik bilesenleri icerdigi sdylenebilir.

Globulin depo proteinlerinden 11S, bir drnekte immiinogold etiketleme yontemi ile
susam tohumlarinin tiim protein yapilarinda 2S albiimin ve 7S globiilinler ile beraber

bulundugu goriilmistiir (Tai vd., 2001).
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Tablo 4.9: Ay ¢ekirdegi hidrolizati 10 kDa permeat fraksiyonu (%S5) eklenen
dondurma 6rnegi LC-MS/MS analizi

I((ll)l;l)e Pozisyon Peptit Sekansi Protein
13015595  418-427 KNNRMETMMF Putative gluielin type-
1090.1759 25-33 QQTQNQCQI
924.0274  123-129 QDRHQKI
803.7807  150-156 NDGQEEI
749.8366  105-111 PGCPETF
719.8108  133-138 REGDMI
663.6391  163-168 DSTNEV
620.6629  272-276 SRPDF
561.6444 71-74 RHHI

Albumin-8 precursor
1085.1596 41-50 GRGRTESGCY (Methionine-rich 2S
protein) (SFAS)

896.0592 97-104 DEKCMCPA

803.9348  116-121 RMRDQV

734.7791 51-56 QQMEEA

675.7571 110-114 NEPMW

524.7525  106-109 MMML

1323.3445 116-129 SGEGGRRGGGEGTF

11S globulin seed

1152.1916  251-260 QGQNDQRGHI S torage protein G3
964.0055  178-184 DENQRRF

851.9788  101-107 PGCRRTY

730.7759 92-98 PSSREGV

614.6965 84-89 PTSTPL

562.5340  243-247 DQETA

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Kasar ve beyaz peynir altt suyu hidrolizat 10 kDa permeat fraksiyonu eklenen
dondurmada ise a-laktalbumin, albiimin (BSA) ve B-laktoglobulin peptit sekanslari
tespit edilmistir. Ornegin, peynir alt1 suyu hidrolizatt molekiiler agirlig1 300 ile 1400
Da arasinda goriiliirken peynir alt1 suyu peptitlerinin gogunlukla 1000 Da’nin altinda
oldugu goriilmiistiir (Li-jun vd., 2008). 1400 Da ve altindaki kiitlelerde proteinlerin
bulundugu (Tablo 4.10) gézlemlenmektedir.

Ay cekirdegi hidrolizat fraksiyonun LC-MS/MS ile tespit edilen peptit sekanslar1 Ek
5’te, ayni 6rnegin ACE ve DPP-IV inhibe edici peptitlerin in silico karakterizasyonlar1

ise sirastyla Tablo 4.11 ve Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.10: Kasar ve beyaz peynir alti suyu hidrolizati1 10 kDa permeati (%5)

eklenen dondurma o6rnegi LC-MS/MS analizi

I((ll)l;l)e Pozisyon Peptit Sekansi Protein
1357.41 80-91 CKDDQNPHSSNI Alpha-lactalbumin
969.91 62-69 QNNDSTEY

598.67 95-99 SCDKF

578.68 23-27 TKCEV

1041.16  265-273 HKECCHGDL Albumin (BSA)
1013.02 128-136 SHKDDSPDL

935.12 299-306 KECCDKPL

881.95 412-418 KQNCDQF

829.90 540-546 PDTEKQI

727.82 167-171 RRHPY

709.80 487-492 HEKTPV

665.74 153-157 DEKKF

621.70 56-60 QQCPF

574.67 547-551 KKQTA

571.68 218-221 RQRL

542.63 594-598 EGPKL

518.52 195-199 EDKGA

855.94 63-70 KPTPEGDL Beta-lactoglobulin
757.81 173-178 EEQCHI

701.73 128-133 EPEQSL

653.72 122-127 CMENSA

602.64 104-108 NENKV

600.67 140-144 RTPEV

515.65 84-87 QKKI

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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Tablo 4.11: Ay Cekirdegi Protein Fraksiyonlarinda Potansiyel ACE Inhibe Edici

Peptitlerin In Silico Karakterizasyonu

PeptideRanker

Sekans Puam A B Biyoaktivite A/B
HRRF 0.862692 0.5 0.003624 ACE inhibitér 137.9633
SRPDF 0.849915 0.4 0.001662 ACE inhibitér 240.685

GMGCCRA 0.735746 0.4286 0.000442 ACE inhibitér 968.8903
MSQPCQM 0.685512 0.1429 0.000239 ACE inhibitér 598.2794

QPQGL 0.612495 0.8  0.000441 ACE inhibitér 1812.336
PGCRRTY 0.538868 0.2857 0.000543 ACE inhibitér 525.9103
QGRGY 0.526046 0.8  0.001209 ACE inhibitér 661.9368
MMSTL 0.500033 0.4  0.049993 ACE inhibitor 8.001106

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

Tablo 4.12: Ay Cekirdegi Protein Fraksiyonlarinda Potansiyel DPP-IV inhibe

Edici Peptitlerin In Silico Karakterizasyonu

PeptideRanker B Biyoaktivite  A/B
Puam
QPQGL 0.612495 0.8000 0.00008 Dipeptidil ~ 10460.12
peptidaz IV
inhibitor
SRPDF 0.849915 0.2000 8.93E-05  Dipeptidil 2240.00
peptidaz IV
inhibitor
MMSTL 0.500033 0.4000 0.00215 Dipeptidil 186.00
peptidaz IV
inhibitor

Sekans

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmada endiistride yan {iriin olarak iiretilen soguk pres ay cekirdegi keki ile
kasar ve beyaz peynir alti suyu biyoaktif Ozellik gosteren protein hidrolizat
fraksiyonlarinin {iretimi ve gida uygulamalarinda gosterdigi potansiyel etki

arastirilmastir.

Soguk pres ay cekirdegi keki protein izolasyonunda AE-IP yontemi ile liyofilizasyon
sonrasinda toz izolat elde edilmistir. Peynir alt1 sular1 hacmen 30 kat ultrafiltrasyon
yontemi ile konsantre edildikten sonra tiim drnekler Alcalase ve Flavourzyme proteaz
enzimleriyle muamele edilerek hidrolizat haline getirilmistir. Hidrolizatlar
ultrafiltrasyon membranlarindan gegirilerek her fraksiyonun ¢oziiniirliik ve biyoaktif

ozellikleri aragtirilmastir.

En yliksek biyoaktif 6zellik gosteren 10 kDa permeat fraksiyonlar: segilerek 3 farkl
depolama kosuluna sahip gida Orneklerine uygulanmistir. Puding, dondurma ve
makarna Orneklerinde %0, 2 ve 5 oranlarinda ay c¢ekirdegi ve PAS peptit fraksiyonlari
eklenerek depolama ve sindirim siiresince potansiyel biyoaktivite degisimleri

arastirilmastir.

Hidrolizat, peptit fraksiyonlar1 ve toplanan gida ornekler iizerinde ACE ve DPP-IV
onleyici biyoaktivite testleri uygulanmistir. Biyoaktivite testleri sonucunda ay
cekirdegi, kasar ve beyaz PAS fraksiyonu ACE inhibisyon degerleri sirasiyla %96.3,
%98.2 ve %100.0, DPP-IV inhibisyon degerleri ise sirasiyla %70.6, %71.1 ve %72.6
olarak bulunmustur. Gida Ornekleri depolama numunelerinin biyoaktivite
analizlerinde ise puding Orneginde ay cekirdegi hidrolizat eklenen numuneler
digerlerine nazaran daha yiiksek inhibisyon degerleri gostermistir. Dondurma
depolama numunelerinde ise kontrol dondurma en yiiksek inhibisyon degerleri
bulunmustur. Makarnada %?5 kasar ve beyaz hidrolizat eklenen numuneler %32.8-47.1

araliginda ACE inhibisyonu gostermistir. Yapilan LC-MS/MS analizleri sonucunda
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ay c¢ekirdegi fraksiyonunda inhibitdr peptitler olarak B1, SFA8 ve G3 proteinlerin
sekanslar1 bulunmugstur. Beyaz ve kasar PAS fraksiyonlarinda o-laktalbumin, albiimin
ve B-laktoglobulin peptitlerinin sekanslari tespit edilmistir. Gida 6rneklerine eklenen
ay cekirdegi keki ile beyaz ve kasar PAS biyoaktif peptitler icermesi ile gida
endiistrisinde 6nemli bir kaynak oldugunu gostermistir. Ileri calismalarda DPP-IV
Onleyici aktivite analizlerinde ¢esitli gidalara uygulanabilir farkli metotlar

gelistirilebilir.

Giinliik tiiketilen gidalarin biyoaktif 6zelliklerinin artirilmasi, fonksiyonel iiriinlerin
gelistirilmesi ve iiretiminin artirilmasi insan saglhigiin gelecegi agisindan énemli bir
role sahip olmaktadir. Tiiketici bilincinin artmasi ve iiretimin daha fazla artarak
yayginlagmas1 endiistriyel agidan olumlu bir etkiye sahip olma potansiyeli

gostermektedir.
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EKLER

EK1: Kjeldahl Protein Tayini Cihaz

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

EK2: Ay ¢ekirdegi Protein Hidrolizat1 ve Fraksiyonunun Toplam Fenolik I¢erigi

ve Antioksidan AKktiviteleri

Ornek TPC (GAE, mg/100 g) DPPH (TE mg/ 100 g)
APH 10.54+£0.2 6.84 +0.2
APH 10 kDa retentat 17.81+0.0 10.86 £0.2
APH 10 kDa permeat 2092 +0.3 4.47+0.3
APH 3 kDa retentat 540+0.1 5.28+£0.0
APH 3 kDa permeat 20.49 £0.1 4.10+0.0

APH: Ay c¢ekirdegi proteini hidrolizati; TPC: Toplam fenolik i¢erik; DPPH:
Antioksidan aktivitesi; GAE: gallik asit; TE: Troloks esdegeri.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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EK3: Ay Cekirdegi Hidrolizat Fraksiyonlarimin 3 kDa Ultrafiltrasyon

Membranindan Ge¢me Siirelerine Gore Hidroliz Dereceleri

Ornek HD (%)

APH 16.35+£1.0
APH 3 kDa permeat 10. dk  6.66 £0.1
APH 3 kDa permeat 20. dk  0.25+0.2
APH 3 kDa permeat 30. dk  8.91+1.9
APH 3 kDa permeat 40. dk  10.56 £ 0.1
APH 3 kDa permeat 50.dk  1.87+1.4
APH 3 kDa permeat 60. dk  9.44 +0.3

APH: Ay cekirdegi proteini hidrolizati; HD: Hidroliz derecesi.

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.

EK4: Ay Cekirdegi Hidrolizat Fraksiyonlarmin 3 kDa Ultrafiltrasyon
Membranindan Gecme Siirelerine Gére DPP-IV ve ACE Inhibisyonlar1

Ornek DPP-1V inhibisyonu (%) ACE inhibisyonu (%)

APH 3 kDa permeat 75.0+0.3 86.7+2.0
APH 3 kDa permeat 10. dk 79.3+6.0 88.8£2.2
APH 3 kDa permeat 20. dk 743 +6.5 947+£54
APH 3 kDa permeat 30. dk 68.6+ 1.4 949+ 6.5
APH 3 kDa permeat 40. dk 85.4+0.3 945+14
APH 3 kDa permeat 50. dk 86.1 £ 0.6 91.5+5.7
APH 3 kDa permeat 60. dk 79.3+6.0 92.8+1.8

APH: Ay c¢ekirdegi proteini hidrolizati

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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EKS: Ay Cekirdegi Protein Fraksiyonlarinin LC-MS/MS ile Belirlenmis Peptit

Sekanslari

No I(?)l;l)e Pozisyon Peptit sekansi Pmte;zkli(:g:;? (Ay

1 1822.88 21-34 RHQQRQQQONQCQL 11S globulin seed storage
2 899.38 156-163 HNDGNTEL protein ~ G3,  Helianthus
3 852.41 101-107 PGCRRTY annuus

4 731.36 92-98 PSSREGV

5 537.23 60-63 DQQF

6 824.30 135-141 MSQPCQM Albumin-8 precursor
7 735.29 51-56 QQMEEA (Methionine-rich 2S protein)
8 804.33 150-156 NDGQEEI Putative glutelin type-B 1

9 720.33 133-138 REGDMI

10 648.29 112-117 QSSQQA

11 637.29 118-122 EERGF

12 632.26 338-343 NNEGQA

13 621.29 272-276 SRPDF

14 615.34 175-178 HRRF

15  582.26 384-388 MMSTL

16  580.28 95-99 QGRGY

17 563.23 215-219 DQETA

18  560.26 350-354 QEGQV

19 542.29 75-79 QPQGL

20  750.31 108-114 TSEEGDI Prolamin-like domain-
21 721.31 145-151 NSTTNNA containing protein (Putative
22 697.25 83-89 GMGCCRA prolamin-like domain-
23 650.33 27-32 TNTTTI containing protein)

24 605.30 139-144 PPPHSA

25  605.25 122-127 SDNGNV

26 583.23 77-81 NGETY

27  522.22 67-71 CTGEI

Kaynak: Arastirmaci tarafindan olusturulmustur.
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