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OZET
FARKLI TAHIL UNLARI VE BU UNLARDAN URETILEN
EKMEKLERDE PROTEAZ INHBITORLERININ ARASTIRILMASI;
FERMANTASYON, PiSiRME VE IN VITRO SINDIRiIMIN TRiPSiN-
KIMOTRIPSIN INHIBITOR AKTIVITESI UZERINE ETKIiSI

KOSTEKLI, Mine
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Bolimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Sibel KARAKAYA
Ocak, 2010, 75 sayfa
Gegmiste, diyet ile alian proteinlerin sindirilirligini azalttig1 gerekcesiyle
antiniitrisyonel 6geler olarak degerlendirilen proteaz inhibitorlerinin glinlimiizde
antikarsinojenik ozelliklerinin ¢esitli in vitro ve in vivo sistemlerde saptanmasiyla
potansiyel biyolojik aktivitelerinden farmakoloji ve tip alaninda yararlanilabilecegi

diislincesi olusmustur.

Bu ¢alismada iilkemizde iiretimi yapilan tahillardan elde edilen bugday,
cavdar, karisik tahilli ve tam bugday unlari, bu unlardan {iretilen fermente ekmek
hamurlar1 ve ekmekler materyal olarak kullanilmistir. Orneklerin tripsin ve
kimotripsin inhibisyon aktivitelerini belirlemek, bu aktiviteler {izerinde
fermantasyon ve pisirmenin etkisini arastirmak amac¢lanmistir. Ayrica bugday ve
cavdar ekmegi c¢esitlerine in vitro sindirim uygulanarak sindirimin tripsin ve

kimotripsin inhibisyon aktivitesi {izerine etkisi saptanmustir.

Calisma sonunda tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesinin tahil
cesidine bagli olarak degistigi goriilmiistiir. En yiiksek tripsin inhibisyon aktivitesi
257 + 36.39 TIU/ g kuru madde 6rnek ile karisik tahilli unda, kimotripsin aktivitesi
ise 72.64 + 8.28 KiU/g kuru madde 6rnek ile ¢avdar ununda saptanmustir. Cavdar
unundan elde edilen ve molekiiler agirligi 20 000 Da olan fraksiyonda 133.82 +
17.72 TIU/ g kuru madde &rnek tripsin inhbisyon aktivitesi ve 10.20 + 1.22 KiU/g

kuru madde 6rnek kimotripsin inhibisyon aktivitesi belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Proteaz inhibitorleri, tam bugday unu, ¢avdar unu, tahil

karigim1 unu, ekmek, tripsin-kimotripsin inhibisyon aktivitesi
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ABSTRACT
PROTEASE INHIBITORS IN VARIOUS CEREAL FLOURS AND

BREADS: EFFECTS OF FERMENTATION, BAKING AND IN VITRO
DIGESTION ON TRYPSIN AND CHYMOTRYPSIN INHIBITORY
ACTIVITY

KOSTEKLI, Mine
MSc in Food Eng.
Supervisor: Prof. Dr. Sibel KARAKAYA
January 2010, 75 pages
In recent years an attitude on the potential health benefits of protease
inhibitors which are accepted as antinutritional substances according to the previous
scientific data, and possible uses of them in medicine and pharmacology by the

light of in vitro and in vivo study results has been developed.

In this study various flours namely wheat, rye, mixed cereals and whole
wheat flours and their fermented doughs and breads are used as materials. The aim
of the study is to determine trypsin and chymotrypsin inhibitory activities of
materials and to determine effects of fermentation and baking on these inhibitory
activities. In addition effect of in vitro digestion on trypsin and chymotrypsin

inhibitory activities in wheat and rye breads are determined.

It was found that trypsin and chymotrypsin inhibitory activities depend on
the kind of cereals. The highest trypsin inhibitory activity was found in mixed
cereal flour as 257 + 36.39 TIU/g sample dry matter (dm), while the highest
chymotrypsin inhibitory activity was determined rye flour as 72.64 + 8.28 KIU/g
sample (dm). Fraction with molecular weight greater than 20 000 Da obtained from
rye flour protein fractions, possessed trypsin and chymotrypsin inhibitory activities
133.82 + 17.72 TIU/g sample (dm) and 10.20 + 1.22 KIU/g sample (dm),

respectively.

Key words: Protease inhibitors, whole wheat flour, rye flour, mixed cereal flour,

bread, tyripsin inhibitory activity, chymotyrpsin inhibitory activity.
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1. GIRIS

Gilinlimiizde bireylerin beslenme bi¢imi yasamin siirdiiriilebilmesi ve
acligin giderilmesi anlayisindan saglikli ve iyi olma halini saglama amaci
yoniinde degisim gostermektedir. Biyokimya, hiicre biyolojisi ve fizyoloji ile
ilgili son gelismeler, beslenme bi¢iminin viicuttaki cesitli fonksiyonlari
etkileyerek bazi hastalik risklerinin azaltilmasi i¢in gerekli saglikli olma

halini sagladig1 hipotezini desteklemektedir (Karakaya ve El, 2006).

20. yiizyiin son c¢eyreginde, ¢esitli klinik ve epidemiyolojik
caligmalarin sonuglanmasiyla beslenme bi¢iminin, yasam tarzi ve bireyin
aliskanliklariyla beraber sagligi 6nemli oranda etkiledigi goriilmiistiir. Bu
durum g¢esitli hastaliklardan korunmada ve bireyin iyi olma halinin
saglanmasinda beslenme bi¢iminin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu 6nem
dogrultusunda tiiketiciler mevcut sagliklarin1 korumaya yardimei ve cesitli
hastaliklardan koruyucu etkisi bilenen gidalarin tiiketimine yonelmistir.
Tiiketicide olusan bu biling gida iireticilerini oldugu kadar beslenme bilimi
konusunda ¢aliganlar1 da yakindan ilgilendirmektedir. Bu nedenle son yillarda
insan beslenmesi ile ilgili bilimsel c¢alismalar biyoaktif ve fonksiyonel
ozelliklere sahip bazi gida ve gida bilesenlerinin ve bu bilesenlerin insan

saglig iizerine olumlu etkilerinin arastirilmasina odaklanmastir.

Sebebi bilinen oliimler siralamasinda kalp ve damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer alan kanser onemli bir halk sagligi problemidir.
Bilindigi tizere kanserin goriilme siklig1 ve kansere bagli 6liim oranlar1 tiim
diinyada her gegen giin artmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore
2005 yilinda tiim diinyada toplam 58 milyon 6lim vakasinin 7.6 milyonu
kanser nedeniyle gerceklesmistir. Yapilan istatistikler, 2015 yilinda 9 milyon,
2030 yilinda ise 11.4 milyon insanin 6liim nedeninin kanser olabilecegine
isaret etmektedir (DSO, 2009). Ayrica saghk harcamalar oldukg¢a yiiksek
olan kanser hastalif1 iilke ekonomisini de olumsuz etkilemektedir. Bunun
yani sira ig gilicii ve performans kaybina da neden olmaktadir. Beslenme

bi¢imi ile iliskisi arastirilan hastaliklarin basinda kanser



hastalig1 gelmektedir. Tiim bu nedenlerle kanser hastaliginin tedavisi ve
Onlenmesi i¢in her gegen giin beslenme ile ilgili bazi alternatifler

sunulmaktadir.

Beslenme modellerinde bitkisel gidalara agirlik veren toplumlarda
kanserin goriilme siklig1 daha diisiikken Bati iilkelerinde kolon, meme ve
prostat kanserlerinin goriilme siklig1 ytliksektir (Chavez and Chavez, 1998).
Bu durum kanser hastaliginin sadece genetik faktorlerle ilgili olmadigini,
cevresel faktorler ve beslenme bicimi ile de iliskili oldugu hipotezini
desteklemektedir (Ferrasson et al., 1997). Ornegin, Japonya’ da biyoaktif
bilesiklerce zengin soya fasulyesi ve triinlerinin tiikketiminin olduk¢a ytiksek
oldugu bilinmektedir. Soya fasulyesi ve {irlinlerinin tiiketiminin yiiksek
oldugu iilkelerde kansere baglh 6liimlerin oldukca diisiik oldugu belirtilmektir

(Kennedy, 1998).

Bazi bilimsel arastirmalarda kontrolsiiz protein sentezi olarak
tanimlanan kanser hastaliginin anahtar faktorii olan proteolitik aktivitenin,
proteaz inhibitdrleri ile kontrol altina alinmasinin agir1 proteolizi dnleyecegi
ve antikarsinojenik etki yaratacagi savunulmustur (Ferrasson et al., 1997; Rao
and Suresh, 2007). Bunun yan1 sira proteaz inhibitorlerinin reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu engellemesi sayesinde kanser olusumunu/gelisimini
baskilayabildigine dikkat ¢eken ¢alismalar da mevcuttur (Frenkel et al., 1987;
Hou et al., 2001). Arastirmalarin antikarsinojenik proteaz inhibitdrlerinin
cesitli in vivo ve in vitro sistemlerde s6z konusu etkiyi yaratabildigini
gostermesi bilim diinyasin1 proteaz inhibitorlerinin dogal gida kaynaklarini

arastirmaya yoneltmistir.

Insanoglunun toplayicilik devresinde ilk depolayabilip, tiiketebildigi
gida maddesi, bugday tohumlaridir. insanoglu M.O. 72 bin’de taneyi kirarak,
atesin bulunmasiyla birlikte kavurarak, su ile hamur yapip pisirerek (Chapati)
ve M.O. 150 yillarinda Misir’da ilk mayali ekmegi pisirerek, bugiinkii
teknolojik konumuna getirmistir (Elglin ve Ertugay, 1995).

Tahila dayali beslenmenin hakim oldugu toplumlarda oldugu gibi

Tiirkiye’ de ekmek hem doyurucu hem de ucuz olmasi nedeniyle giinliik



beslenmenin temel bir bilesenidir. Kisi basina yillik ekmek tiiketiminin;
Avustralya’da 44 kg, Misir’da 180 kg, iran’da 150 kg, italya’da 73 kg,
Kuveyt’ de 98 kg, Suriye’de 130 kg, ABD’de 34 kg oldugu belirtilmektedir.
Ulkemizde ise bu miktarin ortalama 60 kg oldugu rapor edilmektedir. Yillar
icerisinde tiiketici beslenme aliskanliklarindaki degisiklik, daha farkli ekmek
cesitlerinin talebi, gelisen teknoloji ile s6z konusu talebin karsilanabilir
olmasi gilinimiizde marketlerde ekmek c¢esitliligi oldukca artmistir. Bu
cesitlilik, ekmegin temel yapim maddesi olan tahilin veya bugdayin tiirline,
un islenirken uygulanan saflastirma derecesine, eklenen diger gida
bilesenlerine ve katki maddelerine, hazirlama/pisirme islemlerine bagli olarak

degismektedir (Karaagaoglu ve ark, 2008).

Bu calismada bugday, ¢avdar, karigik tahilli ve tam bugday unlari,
ekmek {iiretim asamalarindan olan son fermantasyondan alinan ekmek
hamurlar1 ve ekmeklerin tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitelerinin
belirlenmesi, bdylece s6z konusu inhibisyon aktiviteleri lizerine fermantasyon
ve pisirmenin etkisinin ortaya konmasi amaglanmistir. Ayrica ekmek
cesitlerine in vitro sindirim uygulanarak sindirimin tripsin ve kimotripsin

inhibisyon aktivitesi iizerine etkisinin saptanmasi hedeflenmistir.

2. ONCEKI CALISMALAR

2. 1 Biyoaktif Peptitler

Biyolojik olarak aktif peptitler sahip olduklar1 besleyici degere ek
olarak insanlar iizerinde hormon benzeri fizyolojik etkiye sahip gida
bilesenleri olarak tanimlanmaktadir. Fizyolojik fonksiyonlar1 yonetme ve
iyilestirme etkileri ile biyoaktif bilesiklerin kronik hastaliklardan korunmada
ve bu hastaliklarin 6nlenmesinde alternatif olusturabilecegi diistiniilmektedir.
Biyoaktif bilesikler ¢esitli bitkisel kaynaklarin yani sira siit, yumurta, kirmizi
et ve balik gibi hayvansal gidalarda da bulunmaktadir. Bulunduklar1 protein
yapisinda inaktif olan biyoaktif peptitler mide ve bagirsak sindirimi sirasinda
enzimatik hidroliz yoluyla veya ¢esitli gida isleme yontemleri (peynir tiretimi,

siit fermantasyonu vb.) sirasinda ortaya c¢ikabilmektedir. Biyoaktif peptitler



sindirim sonrasinda ince bagirsaktan emilerek kan dolasimina karisabilecegi
gibi sindirim sisteminde lokal etki gdsterebilmektedir. Biyoaktif peptitlerin
aminoasit dizilimlerine bagl olarak farklilagan etkileri arasinda mineral
baglama kapasitesi, bagisiklik sistemini diizenleyici etki, antimikrobiyal,
antioksidan, antitrombotik ve hipokolesterolemik 6zellik ve antihipertansif
etki sayilmaktadir. Bircok biyoaktif bilesik birden ¢ok fonksiyona sahiptir ve
bahsedilen etkilerden bir kagin1 bir arada gosterebilmektedir (Erdmann et al
2008). Saglik iizerine olumlu etkileri sayesinde fonksiyonel gida bileseni
olarak kullanilabilme potansiyeline sahip biyoaktif peptitler ile ilgili

arastirmalar giin gectikge artmaktadir.

2.2 Proteazlar ve Proteaz inhibitorleri

Proteazlar gidalarin sindirilmesi, doku farklilagsmasi, kan pihtilagmasi,
enzim ve hormon onciil maddelerinin aktivasyonu gibi bir¢ok fizyolojik ve
fizyopatolojik olay1 katalizlemektedir. Proteazlar katalitik mekanizmalarina
ve inhibitorlerine gére 5 smifa ayrilmaktadirlar. Bu siniflar; serin, sistin,
metallo, aspartik ve treonin proteazlardir (Fear et al., 2007). Normal hiicre
metabolizmasinda olduk¢a Onemli olan proteazlar ve onlarin dogal
inhibitorleri arasinda bir denge bulunmaktadir. Fakat bu denge bazi
fizyopatolojik durumlarda bozulabilmektedir. S6z konusu dengenin

bozulmasina etki eden faktorler arasinda;

1) Lizozomal enzimlerin neden oldugu proteolitik yikimdan dolay1

dogal inhibitdrlerin aktivitesindeki azalma

2) Inhibitérlerin lizozomlardan salgilanan asir1 enzim ile doygun hale

gelmesi

3) Graniilositlerdeki noétrofillerden salgilanan miyeloperoksidazin
katalizledigi H,O,’ den tiireyen reaktif oksijen tiirlerinin inhibitorleri inaktif

hale doniistiirmesi

4) Hiicre disinda inaktif olan lizozomal katepsinlerin stabilitelerinin

artmasi sayilabilir (Ferrasson et al., 1997; Losso, 2008).



Proteazlar ve endojen proteaz inhibitorleri arasindaki dengenin
bozulmasit durumunda viicutta enflamasyon, romatizma, dis hastaliklari,
hipertansiyon, gastrik iilser, kaslarla ilgili distrofi, patolojik anjiogenez veya
timor gelisimi ve metastaza neden olan kontrolsiiz proteoliz olustugu

bildirilmektedir (Ferrasson et al., 1997; Losso, 2008).

Proteazlar kiiclik ve biiyiik molekiil agirliklarina sahip pek ¢ok farkli
bilesen tarafindan inhibe edilebilmektedir. Dogal proteaz inhibitorleri yag
asitleri, fenolik bilesikler, amino asitler, peptitler gibi kii¢ciik molekiiller
olabildikleri gibi polipeptit veya protein yapida da olabilmektedir. Bu
inhibitorler, biyolojik sistemlerdeki proteolitik enzimlerin katalitik
aktivitelerini spesifik veya genel olarak inhibe edebilme 6zelligine sahiptir

(Ferrasson et al., 1997).

Basit tanimiyla proteaz inhibitorleri proteolitik enzim aktivitesini
inhibe eden ve proteazlarla spesifik olarak etkilesime giren enzim
inhibitorleridir (Hudson 1982; Ryan, 1990). Proteolitik aktiviteyi
diizenlemenin yani sira sivi ve dokularin yabanci ya da istenmeyen proteolitik
aktivite ile hidrolize olmalarin1 6nlemede de rol oynarlar (Ryan 1990).
Bitkisel kaynakli proteaz inhibitorleri bitkilerin yaralanmasi veya enfeksiyonu
durumunda bitki tarafindan sentezlenmektedir. Cogu proteaz inhibitdrii
endojen enzimlerden daha cok eksojen enzimlere karsi aktif oldugundan,
bitkilerin patojen ve zararlilara kars1 kendinin savunmasinda rol oynamaktadir

(Luckett et al., 1999).

Bitkisel gidalar depo proteinlerinden farkli olarak bazi spesifik
fonksiyonlarda gorev alan cesitli biyoaktif polipeptitler icermektedirler. Bu
bilesikler arasinda enzim inhibitorleri, lektinler ve ribozom inaktive eden
proteinler bulunmaktadir. Enzim inhibitorleri sinifi, amilaz ve proteaz

inhibitorlerini i¢eren farkli protein ¢esitlerinden olugmaktadir (Losso, 2008).

Gecmiste yapilan bazi caligmalar proteaz inhibitorlerini diyet ile
alian proteinlerin sindirilirligini azalttig1 gerekcesiyle antiniitrisyonel 6geler
olarak ele alirken (Mikola and Mikkonen, 1999) giinlimiizde ise bu

molekiillerin  antikarsinojenik  6zelliklerinin ~ saptanmasiyla  potansiyel



biyolojik aktivitelerinden farmakoloji ve tip alaninda yararlanilabilecegi

diisiincesi olusmustur (Kennedy, 1998).

2.3 Proteaz Inhibitorlerinin Kaynaklar

Proteazlar1 inhibe eden protein yapisindaki inhibitérler hemen hemen
tiim organizmalarda bulunmakta ve kan serumu proteinlerinin 6nemli bir
kismini olusturmaktadirlar. Ayrica pek ¢ok dokuda bulunmalarinin yani sira
pankreas ve akciger gibi organlarda da mevcutturlar. Hayvanlarda, kiiflerde
ve bakterilerde de bulunan proteaz inhibitorlerinin bilinen gida kaynaklari
baklagiller, tahillar, yaglh tohumlar, cerezler, meyveler, sebzeler, patates,
yumurta, siit Uriinleri ve hayvansal {riinlerdir. Proteaz inhibitorlerinin en
yaygin kaynagi bitkilerdir ve genelde bitkilerin tohumlarinda, yumru
koklerinde, yapraklarinda ve meyvelerinde bulunmaktadir. Molekiil agirliklar:
cogunlukla 8 — 20 kDa arasinda olmak iizere genelde 4 — 85 kDa arasinda
degisen bitkisel kaynakli proteaz inhibitorleri suda ¢oziiniir molekiillerdir.
Bitkisel tohumlardaki bir¢ok serin proteaz inhibitorii Leguminosae,
Cucurbitceae, Solanoceaee ve Gramineae familyalarindan izole edilmistir

(Kennedy, 1998; Filho, 1992; Rao and Suresh, 2007; Chaudhary et al., 2008).

Bircok bitkisel familyaya ait tohum ve yumru kokler serin proteaz
inhibitorleri agisindan degerlendirilmis ve baklagiller familyasindan soya
fasulyesi (Glycine max), fasulye (Phaseolus vulgaris), borilce (Vigna
unguiculata) ve digerleri tripsin inhibitorleri i¢in zengin kaynak olarak
saptanmigtir. Ayrica bugday, arpa, piring, sorgum, finger, millet, ragi ve coix
gibi tahillarin da proteaz inhibitorleri agisindan zengin kaynak olduklar
belirtilmistir. Ayni durumun patates yumrusu ve rizomlar1 (Solanum
tuberosum) ve tath patates (Ipomea batatas) i¢in de gecerli oldugu ve tahil
tohumlarinin  (Gramineae) ¢esitli inhibitér ailelerinin serin proteaz
inhibitorleri siifi agisindan zengin kaynak olduklari vurgulanmistir (Filho,

1992).

Proteaz inhibitorlerinin bulundugu bitkisel kaynaklar arasinda basta
baklagil ve tahillar olmak {izere; baz1 meyve (elma, muz, ananas ve kuru

iizim) ve sebzeler (lahana, salatalik, patates, 1spanak ve domates)



bulunmaktadir. Arpa, bugday ve piring tohumlarinda ¢dziinen proteinlerin
%5-10’unun proteaz inhibitorleri oldugu tahmin edilmektedir. Bitkilerdeki
proteaz inhibitorlerinin miktarinin bitkinin ¢esidine, fizyolojik durumuna,
bocek istilas1 veya zarariin seviyesine bagl oldugu bildirilmistir. Bu nedenle
bitkisel tohum ve yumru koklerdeki proteaz inhibitorlerinin aktivitesi hasat
yontemi, zamani ve kosullar ile depolama siire ve kosullarina gore degisiklik

gostermektedir (Burns, 1987).

Ryan (1990) bitkisel kaynakli proteaz inhibitdrlerinin  molekiil
agirliklarinin kii¢iik oldugunu ve genellikle 5 000 — 25 000 Da arasinda
degistigini bildirmistir. Benzer sekilde Hudson (1982) de bitkisel proteaz
inhibitorlerinin molekiil agirliklarinin 4 000 - 60 000 Da arasinda degigmekle
beraber genellikle 8 000 — 20 000 Da araliginda oldugunu bildirmistir.
Bitkisel proteaz inhibitorlerinin hayvan, bakteri ile fungal sivi ve salgilarda
bulunan proteazlar1 inhibe ettikleri fakat bitkide bulunan proteazlari nadir
olarak inhibe ettikleri rapor edilmistir. Bitkilerde proteaz inhibitorlerinin
varlig1 ilk olarak Read ve Haas’in 1938 yilinda soya unundan elde edilen
ekstraktin, tripsinin jelatini sivilastirma yetenegini inhibe ettigini
kesfetmesiyle ortaya ¢cikmistir. Daha sonra proteaz inhibitorlerinin bitkiler
aleminde oldukga genis bir alana yayildigi bulunmus ve aragtirmalar énemli
gida kaynaklarindan olmalar1 nedeniyle Leguminosae, Graminae ve

Solanaceae gibi tiirler lizerine yogunlasmistir (Hudson 1982).

Proteaz inhibitérlerinin ilgili proteazlarla olan etkilesimlerinin pH’ ya
baglilik gosterdigi belirtilmis ve nétr pH da kuvvetli olan bu etkilesimin pH
notrden 3.0’e¢ dogru diistiik¢e hizla azaldig1 kaydedilmistir. Ayrica proteaz
inhibitér molekiiliiniin inhibe ettigi iki enzimin fakli olabilecegi belirtilmistir.
Ornegin soya fasulyesinden elde edilen Bowman-Birk inhibitorii tripsin ve

kimotripsini ayn1 anda inhibe edebilmektedir (Hudson, 1982).

Leguminosae ve Graminaea familyasima ait tim tohumlar tripsin,
kimotripsin ve bazi mikrobiyal proteazlari inhibe edebilen proteolitik
enzimleri icermektedirler. Genellikle diisiik molekiil agirligina sahip olan bu
inhibitorlerden tripsin inhibitorleri soya fasulyesindeki toplam proteinlerin

%6’ sm1 olusturmaktadir. S6z konusu inhibitorler tohumlardaki endojen



proteazlar1 inhibe edememektedir. Arpada ise ¢Oziiniir proteinlerin % 4 - 5
‘ini olusturan spesifik tripsin inhibitdrii ve kimotripsin ile mikrobiyal
proteazlari inhibe edebilen bir inhibitér grubu mevcuttur (Kirsi and Mikoza,

1971).

Sebzeler ve baklagillerde bulunan bazi biyoaktif bilesiklerin farkl tip
kanserlerin goriilme sikliginin azaltilmasinda olumlu etki yarattigini1 gosteren
pek ¢ok epidemiyolojik ¢alisma bulunmaktadir. Baklagillerin yiliksek oranda
proteaz inhibitdrlerini igerdikleri bilinmektedir. Insan beslenmesinde kolon,
meme, prostat kanserlerinin goriilme sikliginin azaltilmasinda rolii olan ve
yliksek miktarda proteaz inhibitdrlerini iceren diger gidalar piring, misir ve

fasulyedir (Kennedy, 1998).

2. 4 Bitkisel Kaynakh Proteaz Inhbitérleri

2.4.1 Soya (Glycine Max)

Proteaz inhibitor aktivitesine sahip oldugu saptanan ilk bitki olan
soyadaki proteaz inhibitdrleri Kunitz inhibitér ve Bowman-Birk inhibitor
olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. S6z konusu gruplar birbirinden kiigiik
farkliliklar gosteren izoinhibitdrlere sahiptir. iki inhibitdr grubu arasindaki en
biliylik farkliliklar ise Kunitz grubunun daha diisiikk sayida disiilfit bagi
icermesi, daha yiliksek molekiil agirligina sahip olmasi, tripsinle spesifik
olarak etkilesime girmesi ile Bowman Birk grubunun yapisindaki 7 disiilfit
baginin protein molekiiliinii stabil hale getirmesiyle pH ve sicaklik

farkliliklarina dayaniklilik gostermesidir (Hudson, 1982).

2.4.2 Boriilce (Vigna unguiculata)

Boriilcede tripsin  inhibitoriiniin =~ varligi  kesfedildikten sonra
karakterizasyonu iizerinde yapilan bir ¢alismada aslinda bu inhbitoriin bir
kimotripsin inhibitorii oldugu iddia edilmistir ve sdz konusu inhibitdriin

molekiil agirligi 17 000 Da olarak belirlenmistir (Hudson, 1982).

Boriilcenin materyal olarak kullanildigi bir baska calismada ise iki
adet aktif uca sahip iki proteaz inhibitoriiniin saflastirilmast ve

karakterizasyonu gerceklestirilmistir. S6z konusu inhibitorlerden birinin ayni



anda iki tripsin molekiiliinii inhibe edebildigi belirtilirken digerinin hem

tripsini hem de kimotripsini inhibe edebildigi saptanmistir (Hudson, 1982).

2.4.3 Lima Fasulyesi (Phaseolus lunatus)

Lima fasulyesinden izole edilen proteaz inhibitériiniin 10 000 Da
molekiil agirliginda, sistin bakimindan zengin, 1s1, asit ve baza kars1 direngli
olmasi, hem tripsini hem de kimotripsini inhibe edebilmesi ve amino asit
dizilimi  acisindan Bowman-Birk  inhibitor smifindan  olabilecegi

kaydedilmistir (Hudson, 1982)

2.4.4 Fasulyeler (Phaseolus vulgaris)

P. vulgaris’in farkli tiirleri olan “kidney”, “franch”, “garden” ve
“pinto” fasulyelerinden saflastirilan proteaz inhibitdrlerinin hem tripsin hem
de kimotripsini inhibe edebildikleri ve pinto fasulyesinden saflastirilan harig
hepsinin diigiik molekiil agirligma sahip olduklar1 bildirilmistir (Hudson,
1982).

2.4.5 Bakla (Vicia faba)

Bakladan afinite kromotografisi ile saflastirilan bir ¢ok diisiik molekiil
agirlikli izoinhibitorlerin diger baklagillerden farkli olarak genis aralikta
spesifikasyon gostererek sadece tripsin ve kimotripsini degil, ayn1 zamanda
trombin, pronaz, papain ve bir ¢ok mikrobiyal serin proteazlarini da inhibe

edebilmektedir (Hudson, 1982).

2.4.6 Winged fasulyesi (Psophocarpus tetragonolobus)

Winged fasulyesinden affinite kromotografisi ile elde edilen tripsin
inhibtor fraksiyonunda iki tanesi kimotripsin inhibsyon aktivitesi gdsteren,
molekiil agirliklart 16 600 Da ila 20 900 arasinda degisen toplam sekiz adet
izoinhibitdr saptanmigtir. Tripsin inhibitér fraksiyonun asidik kosullarda
stabil oldugu fakat alkali kosullar altinda kararsiz oldugu bildirilmistir
(Hudson, 1982).
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2.5 Proteaz Inhibitérlerinin Saghk Uzerine Etkileri

Hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarin icerdikleri ¢esitli proteaz
inhibitdrleri, proteolitik enzimler ile tersinir stokiyometrik protein-protein
kompleksleri olusturmaktadir. Son yillarda proteaz inhibitérleri, ¢cok cesitli
nedenlerle bilimsel arastirmalara konu edilmistir. Bu arastirma konular1 temel
olarak protein-protein etkilesimleri ve proteaz inhibitorlerinin istenmeyen
proteolizi engellemesi ve buna bagli olarak metabolizma kontrolii saglamasi

gibi fizyolojik fonksiyonlar iizerine yogunlagsmistir (Rao and Suresh, 2007).

Proteaz inhibitorleri ile ilgili olarak hayvanlar {izerinde yapilan
calismalar, in vitro hiicre kiltiirii ¢alismalart ve epidemiyolojik veriler,
proteaz inhibitorlerinin siklikla tiiketildigi toplumlarda kansere bagli 6liim
oranlarinin diisiik oldugunu gostermektedir (Champ, 2002). Ayrica proteaz
inhibitorleri timdr gelisimini kontrol edebilen biyolojik aktiviteye sahip
mindr diyet bilesenleri olarak kabul edilmektedir (Garica- Gasca et al., 2002).
Beslenme yolu ile gidalardan alinan proteaz inhibitorlerinin kolon ve meme
kanserlerinin gelisim riskini azalttigi bilinmektedir. Belirli oranda proteaz
inhibitorlerini iceren tahillarin ve bu tahillardan {retilen ekmeklerin
tilketilmesinin agiz ve girtlak kanserlerinin goriilme sikligin1 azaltabilecegi

ongorilmiistir (Kennedy, 1998; Lippman and Matrisian 2000).

Proteolitik aktivitenin proteaz inhibitdrleri ile kontrol edilmesinin HIV
ve hipertansiyon hastaliginin tedavisinde klinik olarak olumlu sonuglar
verdigi ve proteaz inhibitorlerinin kanser, obezite, kalp-damar hastaliklari,
enflamasyon, sinir dokusu tahribati, cesitli enfeksiyon ve parazit
hastaliklarinda tibbi amacli  kullanilma potansiyeline sahip oldugu
belirtilmistir. Normalden fazla gerceklesen proteolizin dnlenmesi kemoterapi

icin bir strateji olarak kabul edilmektedir (Ferrasson et al., 1997).

Bitkilerin bocek ve zararlilara karsi savunma mekanizmasinin iyesi
olmalar1 ve antikarsinojenik etki gostermelerinin yami sira proteaz
inhibitorlerinin kan pihtilagsmasi ve trombosit agregasyonu gibi Onemli
biyolojik fonksiyonlar1 bulundugu bildirilmistir (Chaudhary et al., 2008).

Dogal proteaz inhibitorlerinin kesfedilmesi, yapilarinin aydinlatilmas: ve
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deney hayvanlar1 lizerinde yapilan c¢alismalarda kanser iizerine olumlu
etkilerinin saptanmasi1 olduk¢a umut verici olarak kabul edilmekte ve birgok
proteaz inhibitori ile ilgili klinik caligmalarin insanlar {izerinde denenme

seviyesine geldigi belirtilmektedir (Fear et al., 2007).

Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan hazirlanan kapsamh
raporda  proteaz inhibitdrlerinin  hastaliklarin  tedavisindeki  Onemi
vurgulanmakta ve kanser tedavisi i¢in proteaz inhibitorlerinin kaynaklarinin
arastiritlmasi, gidalardaki proteaz inhibitorlerinin aktivitelerinin belirlenmesi,
gidalardan alinan proteaz inhibitorlerinin konsantrasyonu ve toplumda kanser
goriilme siklig1 arasindaki iligskinin saptanmasi, hayvanlar iizerinde proteaz
inhibitorlerinin  etkinliginin  belirlenmesi, proteaz inhibitorlerinin etki

mekanizmasinin aydinlatilmasi 6nerilmektedir (Losso, 2008).

Gilinimiizde proteaz inhibitorleri, kanser Onleyici kimyasal ajanlar
smifinin  bir 6gesi olarak nitelendirilmektedir. Pek c¢ok farkli proteaz
inhibitoriiniin karsinojenik prosesin ilerleyisini engelleyici etkisi belirlenmis
olsa da, antikarsinojenik proteaz inhibitorleri arasinda en etkili olanlarin
tripsin ve kimotripsin enzimlerini inhibe eden proteaz inhibitdrleri oldugu
vurgulanmigtir. Insan beslenmesinde kimotripsin benzeri enzimleri inhibe
etme kabiliyetine sahip proteaz inhibitorleri i¢in pek ¢ok kaynak
bulunmaktadir.  Proteaz  inhibitorlerinin  antikarsinojenik  etkisinin,
karsinojenler nedeniyle genlerde gerceklesen mutasyonun geri dondiiriilmesi
ve dolayistyla hiicre diizeyinde karsinojenik prosesin durdurulmasi seklinde
gerceklestigi diisiiniilmektedir (Ferrasson et al., 1997). Cesitli proteaz
inhibitorlerinin farkli karsinojenik ajanlarla indiiklenen transformasyonu in
vitro kosullarda inhibe ettigi bilinmektedir. Proteaz inhibitorlerinin etkileri 3

ana kategoride toplanabilmektedir. Bunlar;
1) Sinyal transdiiksiyon yol izlerini
2) DNA onarim siirecini ve
3) Cekirdek proteazlarini etkilemesidir (Clawson, 1996).

Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerden kaynaklanan

reaksiyonlarin yaglanma, kanser, kalp-damar hastaliklar1 ve Alzheimer
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hastalig1 gibi dejeneratif veya patolojik hastaliklardan sorumlu oldugu
bilinmektedir. Proteaz inhibitorlerinin heniiz tam olarak agiklanamayan farkl
mekanizmalarla kanserin baskilanmasii sagladigi bilimsel arastirmalarla
saptanmistir. S0z konusu mekanizmalardan birisi proteaz inhibitorlerinin
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemesi ve bdylece kanser
olusumunun 6nlenmesi olarak belirtilmistir (Hou et al., 2001; Tsoi et al.,
2005). Ayrica antikarsinojenik proteaz inhibitorlerinin kanser olusumunu geri
dontlistimsiiz olarak baskilayabildigi bildirilmektedir. Karsinojene maruz
kalindiktan sonra olusturulan in vivo ve in vitro karsinogenez sistemlerinde
etkilerini uzun siire siirdiirebilmislerdir. Bunun yami sira oldukga diisiik
konsantrasyonlarda bile antikarsinojenik ajan olarak etkili olmuslardir.
Kanser olusumunu engelleyici kimyasal ajan olarak kullanilabilecek ideal bir
proteaz inhibitoriiniin kimyasal olarak stabil, suda ¢o6ziinebilir, kimotripsini
inhibe edebilir, sindirildikten sonra hiicrelerde kullanilabilir 6zellikleri

tagimasi gerektigi vurgulanmistir (Kennedy, 1998).

2. 6 Bowman-Birk Inhibitorleri

En giiclii tripsin ve kimotripsin inhibitorlerinden birisi, Bowman-Birk
inhibitorleri (BBI) olarak bilinen proteaz inhibitdrleridir. 1944 yilinda
Bowman tarafindan izolasyon prosediirii belirlenen ve Birk ve arkadaslari
tarafindan saflastirilan inhibitérler bu nedenle Bowman-Birk inhibitorleri
olarak anilmaktadir. Serin proteaz inhibitorleri sinifindan olan, suda
cozlinebilen protein yapisina sahip ve molekiil agirligi 1513 ile 20000 Da
arasinda degisen BBI ilk kez soya fasulyesinden izole edilmistir. Fakat BBI’
nin, bocek ve zararlilara kars1 savunma mekanizmasinin bir pargasi olarak
hemen hemen tiim tek ve cift ¢enekli bitkilerde bulundugu bilinmektedir

(Kennedy, 1998; Losso, 2008).

BBI’ nin kanser olusumunu engelleme kabiliyetleri in vivo ve in vitro
sistemlerde saptanmustir (Kennedy, 1998). BBI’ nin potansiyel fizyolojik
etkilerinden tip ve farmakoloji alanlarinda yararlamlabilmesi igin yeni BBI
formlarinin ve BBI’ nin dogal olarak bulunduklari gida kaynaklarinin

arastirilmasina biiylik oOl¢lide ihtiyag oldugu bildirilmistir (Scarafoni et al.,
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2008). Baklagillerden izole edilen BBI molekiiliiniin iki ayr1 ucu serin proteaz
molekiilleri ile es zamanli veya bagimsiz olarak etkilesime girebilmektedir.
Sindirim enzimlerinden olan tripsin ve kimotripsinin yan1 sira BBI tarafindan
inhibe edilen serin proteazlar1 arasinda sindirim sisteminin bir diger enzimi
olan duedonaz ile insanlarda cesitli hastaliklarin baslamasinda etkisi olan
kimaz, triptaz, matriptaz, katepsin G ve lokosit elastaz gibi enzimler

bulunmaktadir (Losso, 2008).

Cift cenekli bitkilerdeki BBI’ nin &zellikleri olarak, 6-9 kDa arasinda
degisen, genellikle 8 kDa, kiiciik molekiil agirligi, aktif konfigiirasyonu
stabilize eden 7 disiilfit bagi, iki proteaz molekiiliinii ayn1 anda veya bagimsiz
olarak inhibe edebilen iki ¢ift homolog bdlge sayilabilir. Tek c¢enekli
bitkilerde ise 8 kDa molekiiler agirlikta tek ve 16 kDa molekiiler agirlikta ¢ift
reaktif bolgeye sahip BBI bulunmaktadir (Rao and Suresh, 2007; Scarafoni et
al., 2007).

BBI’ nin kanser olusumunu &nleme etkilerinin kimotripsini inhibe
etme kabiliyetlerinden kaynaklandigi 6ne siiriilmiistiir (Kennedy, 1998). Yani,
karsinojenik transformasyonun baskilanmasinda kimotripsin inhibisyon
aktivitesinin, tripsin inhibisyon aktivitesine gore daha etkili oldugu

vurgulanmistir (Scarafoni et al., 2007).

Kennedy (1998), soya fasulyesinden izole edilmis, saflastirilmis ve
konsantre edilmis BBI’ nin antikarsinojenik &zelliklerini arastirmistir.
Arastirma sonuclarinda, BBI” lerin karsinogenezi baskilama &zelligi fare,
sican ve hamster olmak iizere 3 ayn tiirde ve kolon, akciger, karaciger,

Ozafagus ve oral epitelyum gibi ¢esitli organlarda saptanmustir.

Soya fasulyesinden izole edilen BBI ve BBI konsantreleri, insanlar
iizerinde klinik denemeler asamasina ge¢mistir. Hem saflastirilmis formda
hem de konsantre formdaki BBI’ nin in vitro kosullarda kanser
transformasyonunu ve in vivo kosullarda kanser olusumunu toksizite
olmaksizin Onleme/baskilama yetenegine sahip olduklar1 bildirilmistir

(Kennedy, 1998). Ayrica insanlarda
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spesifik kanser tiirleri lizerine etkiyi belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalarda
BBI’ nin herhangi bir yan etkisi saptanmamustir. Cesitli hayvan modelleri
lizerinde yapilan denemeler, agiz yoluyla alinan BBI’ nin kan dolasimu ile
viicuda dagildigim gostermektedir. BBI hem serum sivisinda hem de
ozafagus, mide, karaciger, bobrek ve akcigerler gibi ¢esitli organlarda formu

degismemis olarak saptanmustir (Scarafoni et al., 2007).

Hayvanlar iizerinde yapilan ve BBI ve/veya konsantrelerinin

antikarsinojenik etkilerinin arastirildig: calismalarda BBI” nin;

1. Farelerde, dimetilhidrazin ile indiklenen kolon ve
karaciger kanserinde,

2. Hamsterlerde, 7,12-dimetilbenz (a) anthracene ile
indiiklenen ag1z kanserinde,

3. Sicanlarda  metilbenzilnitrozamin ile  indiiklenen
ozafagus kanserinde,

4. Farelerde, genellikle intestinal karsinogenez ile
indiiklenen spontan kolon kanserinde, kanser olusumunu baskilayici

etkisi saptanmistir (Kennedy, 1998).

Agiz ve kolon kanseri {lizerine yapilan bir c¢alismada, soya
fasulyesinden elde edilen BBI ve BBI konsantresi, deney hayvanlarina
karsinojene maruz kaldiktan 3 ay sonra uygulanmis ve 6 aylik deney periyodu

boyunca kanser olusumunu baskilayici etki gostermistir (Kennedy, 1998).

Sessa and Wolf (2001), soya fasulyesinin kabuk kismindan izole
ettikleri BBI” de oldukca yiiksek tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi
saptamiglardir. Soya fasulyesi kabuklarinda, tripsin inhibitér bolgesine gore
daha aktif kimotripsin inhibitor bdlgesi bulundugunun kaydedildigi
arastirmada arastiricilar, saflastirdiklart BBI’ nin konsantre formda % 61.9
kimotripsin inhibitor aktivitesi gosterdigini kaydetmislerdir. Elde ettikleri
protein fraksiyonlarinda kimotripsin inhibitor etkisi ise 61,9 ile 200 mg/g
ornek arasinda degisim gostermistir. Elde edilen sonuglar soya fasulyesi
kabugundan saflastirilan BBI’ nin potansiyel antikarsinojen ajan olarak

kullanilabilecegi seklinde yorumlanmustir.
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Scarafoni et al. (2008) beyaz aci bakladan (Lupinus albus L.) izole
ettikleri 6 kDa molekiil agirligindaki BBI’ nde yiiksek tripsin inhibisyon
aktivitesi tespit etmislerdir (12,700 TiU/g 6rnek). Ayni arastirmada beyaz aci
bakladan izole edilen BBI’ nin farkl1 sicaklik ve pH’ ya kars1 direncli oldugu
kaydedilmistir.

BBI’ nin meme ve prostat kanserleri iizerindeki antiproliferatif
etkilerinin arastirildigr bir arastirmada, Japonya’ da yetisen iri siyah soya
fasulyesinden izole edilen ve BBI sinifina ait olan tripsin inhibitdrii, meme
kanseri (MCF-7) ve karaciger tiimorii (Hep G2) hiicrelerinin ¢ogalmasini,
stirastyla ICso 35 uM ve ICsy 140 uM olmak iizere engellemistir. Buna ek
olarak s6z konusu tripsin inhibitoriiniin genis pH araliginda (pH 2 — 13) ve
1s1sal islemlerden sonra (30 dk, 100°C) bile aktivitesini korudugu

bildirilmistir (Vincent and Ng, 2008).

Cin’de yapilan bir aragtirmada diisiik molekiil agirligina sahip cesitli
biyoaktif bilesenleri igeren Momordica cochinchinensis tohumlarinin proteaz
inhibitdrleri agisindan da zengin kaynak olduklar1 belirtilmis ve bu tohumlarin
3000 Da ile 7500 Da arasinda degisen molekiil agirliginda tripsin ve
kimotripsin inhibitorleri icerdigi saptanmistir. Momordica cochinchinensis
tohumlarindan izole edilen kimotripsin inhibitdriiniin sigan karaciger hiicresi
kiiltiir sisteminde tert-butil hidroperoksit (t-BHP) ile indiiklenen oksidatif
strese karsi antioksidan aktivite goOsterdigi belirtilmistir. Ayni calismada
karaciger hiicreleri s6z konusu kimotripsin inhibitorii ile 24 saat muamele
edildiginde t-BHP’ nin hiicreye verdigi zararin biiylik 6l¢iide engellendigi
kaydedilmistir (Tsoi et al., 2005).

Amerika’da yetisen bir tiir fasulye cesidi Phaseolus acutifolius ile
yapilan bir calismada bu fasulyeden elde edilen protein fraksiyonunun tripsin
ve kimotripsine karst sirasiyla 1182 U/mg protein ve 540 U/mg protein,
inhibisyon aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Ayni ¢aligmada s6z konusu
fasulyeden elde edilen protein fraksiyonundaki proteaz inhibitoriiniin saglikl
ve kanserli hiicreler ilizerinde antiproliferatif etkisi oldugu kaydedilmistir

(Garcia- Gasca et al., 2002).
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Japonya’ da yapilan bir arastirmada yabani soya fasulyesinden
(Glycine soja) elde edilen protein fraksiyonlarindan 9 ayri proteaz inhibitorii
izole edilmis ve saflastirilmustir. Sz konusu biitiin inhibitérler 3.2 — 6.2 X107
M arasinda degisen konsantrasyonlarda tripsini inhibe edebilmistir. Ayrica bu
inhibitorlerden bazilar1 kimotripsini de inhibe etmistir. izole edilen 7 gesit
inhibitoriin, 8 kDa molekiiler agirliga sahip olmalarina ek olarak 1s1 ve pH
degisimlerine dayaniklilik gostermeleri ile yapilarindaki disiilfit kopriileri bu
inhibitdrlerin BBI smifindan olduklari seklinde yorumlanmistir (Deshimoru et

al., 2002).

Odoni et al. (1986) immobilize tripsin afinite kromatografisi, jel
filtrasyon, iyon degistirici ve ters faz kromatografisi kullanarak bugday
tohumundan pek ¢ok tripsin inhibitorii izole etmistir. Bu inhibitorler molekiil
agirliklarina (MA) gore 2 gruba ayrilmislardir. Bu gruplar inhibitér 1 (MA 14
500 Da) ve inhibitor 2 (MA 7000 Da) olarak adlandirilmistir. Her iki grup da
sigir tripsinini inhibe edebilmis ve Leguminosae familyasinin ¢ift bagh
proteaz inhibitorii olan Bowman Birk inhibitorleri ile yiiksek derecede

homolog 6zellik gostermistir.

Arpadaki proteaz inhibitdrlerinin tohumdaki dagilimi {izerine yapilan
bir arastirmada arpadan elde edilen ham ekstraktlarda (0,1 M sodyum asetat
tamponunda, pH 4.9, 2 saat, 5 °C) en yiiksek tripsin inhibisyon aktivitesi 9,1
U/g kuru agirlik ile embriyoda saptanmustir (Kirsi and Mikoza, 1971).

Bugdayin materyal olarak kullanildig1 bir bagka ¢alismada bugdaydan
12 sistin artig1 ve 6 distilfit kopriisii igeren 71 amino asitten olusan tripsin
inhibitdri izole edilmistir. S6z konusu tripsin inhibitoriiniin hem tahil hem de
baklagillerden izole edilen serin proteaz inhibitorleri ile yiiksek derecede
homolog 0zellik gosterdigi bildirilmistir. Arastiricilar  bugdaydan izole
ettikleri tripsin inhibitoriinii tek basli Bowman Birk tipi tripsin inhibitdri

olarak siniflandirmislardir (Poerio et al., 1994).

Literatiirde baz1 soya iiriinlerindeki proteaz inhibitdrlerinin potansiyel

antikarsinojenik etkilerini gostermesi i¢in almmmasi gereken giinliik miktar
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verileri bulunmaktadir. Kennedy (1998), 145g tofunun 30 kimotripsin
inhibisyon iinitesi (KIU) aktivite icerdigini ve giinliik olarak alinacak bu
miktarin bazi kanser tiirlerine kars1 beklenen Onleyici etkiyi gosterecegini

savunmustur.

2.7 Proteaz inhibitorleri ve Antioksidan Etkileri

Proteaz inhibitorlerinin  reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
engellemesi ve boylece kanser olusumunun/gelisiminin 6nlenmesi ile ilgili
yapilan bir ¢alismada BBI’ nin prostat kanseri hiicrelerinde reaktif oksijen

tiirlerinin olusumunu engelledigi gosterilmistir (Losso, 2008).

Cesitli gidalardan elde edilen tripsin-kimotripsin inhibitdrlerinin
insanlarda hidrojen peroksit (H,O;) olusumu {izerine etkilerinin arastirildigi
bir ¢aligmada patatesten elde edilen proteaz inhibitdrlerinin lima fasulyesi ve
tavuk yumurtasi akindan elde edilenlere gore daha etkili oldugu saptanmistir

(Frenkel et al., 1987).

Bir tiir tatli patatesten (lpomoea batatas) elde edilen 33 kDa molekiil
agirliginda tripsin inhibitoriiniin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini
inhibe edici Ozelligi saptanmistir. Arastiricilar bu nedenle tatli patates
tiiketiminin saglik tizerine yararli etkisi olabilecegini belirtmislerdir (Hou et

al., 2001).

Proteaz inhibitorleri ile ilgili yapilan bilimsel arastirmalarin
sonuclarina dayanarak Losso (2008), bir gida veya gida bileseni olarak
proteaz inhibitdrleri gibi biyoaktif bilesiklerin tiiketilmesinin insan sagligi

acisindan dnemini dort maddede 6zetlemistir. Bu maddeler;

1) Bireyin  yasam  siiresi  boyunca  hastaliklarin
Onlenebilmesi ve sagligin korunabilmesi i¢in gidalarin ilaglara gore
daha ucuz olmas1

2) Dejeneratif bir hastalik ortaya c¢iktiginda tibbi
miidahalelerin maliyetinin yiiksek olmasi

3) Cogu insanin uzun siiren periyotlarda ilag kullanma

disiplin ve sabrina sahip olmamasi
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4) Epidemiyolojik  calismalarin soya fasulyesi ve
tiirevlerinde oldugu gibi, biyoaktif bilesenleri diizenli olarak tiiketen
insanlarda, yasamin ge¢ evrelerinde ortaya ¢ikan bazi dejeneratif

hastaliklarla daha diisiik oranlarda karsilasilmasi olarak siralanmuistir.

Literatiirde proteaz inhibitorleri {izerine yapilan arastirmalar
incelendiginde tahil unlar1 iizerine kisith sayida arastirmaya ekmekler {izerine
ise hicbir aragtirmaya rastlanmamasi iilkemizde tarimi yapilan tahillardan elde
edilen unlar ve bu unlardan elde edilen ekmekler iizerine calisilmasi
gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle, ¢calismada farkli un ¢esitleri ile bu
unlardan fermantasyon yoluyla tiretilen hamur ve bu hamurlarin pisirilmesi ile
iiretilen ekmeklerden elde edilecek protein ekstraktlarinda proteaz
inhibitorleri arastirllmistir. Ayrica ekmek Orneklerine in vitro sindirim

uygulanarak sindirimin proteaz inhibitorleri tizerine etkisi belirlenmistir.

3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1 Materyal

Calismada materyal olarak Izmir’ deki yerel bir siipermarketin unlu
mamuller boliimiinden alinan bugday, cavdar, karisik tahilli ve tam bugday
unlari, ekmek {iretim agsamalarindan olan son fermantasyondan alinan ekmek

hamurlar1 ve ekmekler kullanilmistir.

Mart 2008 tarihli ve 26807 sayili resmi gazetede yayinlanan Tiirk
Gida Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri tebliginde degisiklik yapilmasi
hakkindaki teblige gore calismada kullanilacak ekmeklerin tanimlar1 agsagida
verilmistir;

Ekmek: Bugday ununa; su, tuz ve maya (Saccharomyces cerevisiae)
ilave edilip teknigine uygun olarak; yogrulmasi, sekillendirilmesi,

fermantasyona birakilmasi ve pisirilmesi ile yapilan iiriin

Tam Bugday Ekmegi: Tam bugday unundan teknigine uygun olarak

uretilen ekmek
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Cavdarli Ekmek: Bugday ununa en az % 30 en fazla % 50 oraninda
cavdar unu, istendiginde cavdar kirmasi veya cavdar ezmesi ilave edilip

teknigine uygun olarak iiretilen ekmek

Karigik Tahilli Ekmek: Bugday ununa her birinden en az % 5 oraninda
olmak {izere; musir, arpa, yulaf, ¢avdar, piring, triticale unlari, kirmalar1 veya

ezmelerinden en az {i¢ii ilave edilip teknigine uygun olarak tiretilen ekmegi,

S6z konusu yerel markette ekmek iretimi giinlik olarak
yapilmaktadir. Uretimde kullanilan unlar ve ambalaj iizerinde belirtilen

ozellikleri ise Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan ekmeklerin yapiminda kullanilan bilesenler

Ekmek Ekmek yapiminda kullanmilan bilesenler

cesitleri

Bugday Bugday unu (Tip 650), maya, tuz, katki maddesi

ekmegi

Cavdar Cavdar unu, bugday unu, kavrulmus malt, tuz, ekmek katki

ekmegi maddesi (Enzim alfa amilaz antioksidan E 300, topaklanma
onleyici E 170, bugday unu, soya unu), bugday gluteni

Tam Tam bugday unu, tam bugday kirmasi, tuz, seker, kavrulmus

bugday bugday unu, laktik asit, E 270, stabilizor, kalsiyum karbonat E
ekmegi 170, emiilgatdr, mono ve digliseritlerin diasetil tartarik asit
esterleri E 472E, anitoksidan (askorbik asit), enzim (fungal o-

amilaz)

Karisik Cavdar unu, c¢avdar kirmasi, bugday unu, aycekirdegi (i¢
tahilh olarak), keten tohumu, tuz, soya kepegi, susam, kavrulmus malt
ekmek unu, bugday kepegi, asitligi diizenleyici (laktik asit), malt

ekstrakti, emiilgator, antioksidan, enzim.
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Yerel market unlu mamiiller boliimii yetkilisinin verdigi bilgiye gore
bugday unu disinda kalan un gesitlerine yaklagik % 50 oraninda Tip 650
bugday unu eklenerek ekmek {retimi teknigine uygun olarak

gerceklestirilmektedir.

Ekmek cesitleri icin fermantasyon asamasi parametreleri : % 80 bagil

nem, 30 - 31°C, yaklasik 30 dakika (dk)

Ekmek cesitleri icin pisirme islemi parametreleri:

Bugday ekmegi: 290°C, 16 dk
* Tam bugday ekmegi: 230°C, 25 dk
= (Cavdar ekmegi: 230°C, 20 dk
= Karngik tahilli ekmek: 200°C, 30 dk

3.1.1 Kimyasal Malzeme

Tripsin (T0134), kimotripsin (C4129), p-toluensulfonil-L arginin metil
ester (TAME, T4626), pankreatin, pepsin (P7000), TRIS (25,285-9),
coomassive brilliant blue (B0770), PIPES (P7368), Bile ekstrakt (B-8631),
sigir serum albiimini (A2153) Sigma Aldrich’ten, N-benzoil-L-tirozin etil
ester (BTEE, 13110), amonyum siilfat (09982) Fluka’dan, kalsiyum kloriir,
sodyum asetat, sodyum hidroksit, asetik asit, fosforik asit, hidroklorik asit,
etanol ve metanol analitik saflikta Merck KGaA Darmstadt Germany’ den
temin edilmistir. /n vitro sindirim asamasinda ve diyalizde kullanilan
molekiiler agirlik smir degeri (MASD) 6000-8000 Da ve 3500 Da olan
Spectra/Por Diyaliz Membranlart Spectrum Laboratories, Inc., Rancho
Dominguez, USA’ dan, son protein ekstraktindan ultrafiltrasyonla protein
fraksiyonlarinin eldesinde, tampon degistirmede ve sindirim enzimlerinin
ortamdan uzaklastirilmasinda kullanilan Vivaspin 2 ve Vivaspin 6 model
MASD 20000, MASD 10000, MASD 3000 ultrafiltrasyon aparatlar
Sartoriusstedim Biotech GmbH Goettingen Germany’ den satin alinmustir.

Gerekli tiim asamalarda distile su kullanilmistir.



21

3.2 Yontem

3.2.1 Kullanilan Cihazlar

Kjeldahl Cihazi: Orneklerin protein tayinleri igin Gerhardt
Kjeldatherm marka on yakma {initesi ve Gerhardt Vapodest 20 marka

destilasyon tinitesinden olusan diizenek kullanilmistir.

pH-metre: Tampon ¢ozeltilerin  hazirlanmas1 ve uygun analiz
ortaminin saglanmasi i¢in gerekli olan pH ayarlama islemlerinde Sartorius

PB-11 pH-metre kullanilmistir.

Manyetik Karigtirici: Cozeltilerin hazirlanmasi, homojen karigtirma
saglanmasi, amonyum siilfat ¢coktiirme ve diyaliz islemi sirasinda Stuart heat-

stir CC162 manyetik karistiricidan yararlanilmistir.

Hassas Terazi: Tiim tartim islemlerinde Denver Instrument, SI-234

terazi kullanilmigtir.

Laboratuar Degirmeni: Orneklerin &giitme isleminde Brook Crompton

Series 2000 laboratuar degirmeni kullanilmastir.

Etiv: Eliwell OV-160-CLAD-F-EC-DI etiiv nem analizleri ve

kurutma iglemlerinde kullanilmigtir.

Derin dondurucu: Orneklerden elde edilen sulu ve ham protein
ekstraktlari, bu ekstraktlardan molekiil agirliklarina gore ayrilan protein
fraksiyonlari, in vitro sindirim sonrasinda elde edilen 6rneklerin analize kadar

muhafazasinda Ugur Derin Dondurucu kullanilmigtir.

Su banyosu: In vitro sindirim uygulamalarinda Clifton 6F3A

calkalamal1 su banyosu kullanilmustir.

Santrifiij Cihazi: Thermo Scientific IEC CL31R Multispeed

Centrifuge kullanilmistir.

El blendiri: Orneklerin homojenize edilmesinde Arcelik El blendir1 K-
1253 kullanilmastir.

Tiip karistiric1: Niive NM 110 tiip karistirict kullanilmistir.
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Spektrofotometre: Tiim spektrofotometrik analizlerde Varian Cary 50,

UV-Visible Spectrophotometer, Victoria, Australia kullanilmistir.

Buzdolabi: Protein ekstraktlarinin eldesi ve diyaliz islemleri i¢in
karigtirma igsleminin +4°C’ de gerceklestirilmesi i¢in Argelik marka buzdolabi

kullanilmustir.

3.3 Analizler

Normal, cavdar, tam bugday, karisik tahilli unlari, ekmekleri ve
fermente  hamurlarinda  denemeler 3  tekrar 2  paralel olarak

gergeklestirilmistir. Deneme planmi Sekil 3.3 de gosterildigi gibidir.
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Ekmeklik bugday, ¢avdar,
karisiktahilli ve tam bugday unlar1

Bugday, ¢avdar, karisik tahilli ve tam
bugday ekmegi liretiminden alinan
fermente hamurlar

l

Orneklerin nem ve protein
igeriklerinin belirlenmesi

Bugday, ¢avdar, karisik tahilli ve tam
bugday ekmekleri

A

Orneklerden ilk protein
ckstrakt1 (IPE) elde edilmesi

A 4

Ekmek ¢esitlerine
modellenmis mide ve
bagirsak ortaminda in vitro
sindirim uygulanmasi

v

v

IPE protein miktari, tripsin ve
kimotripsin inhibisyon
aktivitesinin belirlenmesi

In vitro sindirim sonrasinda
protein miktari, tripsin ve
kimotripsin inhibisyon
aktivitesinin belirlenmesi

Tripsin ve kimotripsin inhibisyon
aktivitesi gosteren bugday
ekmegi, cavdar unu ve
ekmeginden son protein ekstrakti
(SPE) eldesi

A

Sekil 3.3 Deneme Plani

SPE protein miktari, tripsin ve
kimotripsin inhbisiyon
aktivitesinin belirlenmesi

L

Cavdar unu SPE’ deki
proteinlerin molekiil agirliklarina
gore ultrafiltrasyon yontemiyle
fraksiyonlara ayrilmasi (F1 <10
000 Da < F2y< 20 000 Da)

Cavdar unu SPE’ den elde edilen
fraksiyonlarin protein miktart,
tripsin ve kimotripsin inhibisyon
aktivitesinin belirlenmesi
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3.3.1 Ham madde nem iceriklerinin belirlenmesi

Un ve ekmek ¢esitlerinin nem igeriklerinin belirlenmesi i¢in sirasiyla
AOAC 925.10 ve AOAC 935.36 metotlar1 kullanilmistir (AOAC, 2005).
Hamur 6rneklerinin nem igeriklerinin belirlenmesinde AOAC 935.36 metodu

Elyas et al., (2002)’na gore modifiye edilerek kullanilmistir.

3.3.1.1 Un ornekleri

Onceden 130 + 3°C’ ye 1sitilan etiivde sabit tartima getirilen nem
kaplarina iyice karigtirilan un 6rneklerinden yaklasik 2 g tartilmis ve 130°C +
3 °C’ deki etiivde 3 — 4 saat bekletilmistir. Nem kaplar1 desikatorde oda
sicakligina ulastiktan sonra tartim alinmis ve 2 tartim arasindaki fark alinarak
ornegin nem miktart % olarak hesaplanmistir. Karigik tahilli un ¢esidi igin
icerdigi ay cekirdegi ici, susam ve benzeri bilesenlerin homojen boyuta

getirilmesi i¢in kaba ¢giitme islemi uygulanmistir (AOAC 925.10).

3.3.1.2 Ekmek ornekleri

Bir biitiin ekmek tartilip agirhig kaydedilmistir (X). Ekmek
orneklerinin agirlik¢a yarist alinarak temiz bir zemin iizerinde madde kayb1
olmadan oda sicakliginda kurutulmustur (15 — 20 saat). Denge nemine kadar
kurutulan 6rneklerin tartimi (Y') alindiktan sonra drnekler 6gutiilmiistiir. Nem
kaplar1 sabit tartima gelene kadar onceden 130 = 3 °C’ ye 1sitilan etiivde
bekletilmis ve daralari almmustir. lyice karistirlan ogiitiilmiis ekmek
orneklerinden yaklagik 2 g nem kabina tartilip 130 C + 3 °C’ deki etiivde 3-4
saat bekletilmistir. Nem kaplar1 oda sicakligina ulastiktan sonra tartim alinmis
ve 2 tartim arasindaki fark lizerinden % nem hesaplanmistir (Z2). Toplam nem,

%Nem =100— (Y x Z/ X) formiiliiyle hesaplanmistir (AOAC 935.36).
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3.3.1.3 Hamur ornekleri

Ekmek {iretim asamalarindan olan fermantasyonu takiben alinan
ekmek hamurlarinin agirlik¢a yarisi tartilmis (X) ve 70 = 3 °C etiivde nemi
belirli 6lgiide uzaklasana kadar kurutulmustur. Kurutulan orneklerin tartimi
alindiktan sonra (Y) ornekler 6giitiilmiistiir (Elyas et al., 2002). Nem kaplar1
sabit tartima gelene kadar 6nceden 130 £+ 3 °C’ ye 1sitilan etiivde bekletilmis
ve daralart alinmistir. lyice karstirilan 6giitiilmiis hamur &rneklerinden
yaklagik 2 g nem kabina alinmis ve 130°C = 3 °C’deki etiivde 3-4 saat
bekletilmistir. Nem kaplar1 oda sicakligina ulastiktan sonra tartim alinmig ve

2 tartim arasindaki fark tizerinden % nem hesaplanmistir (Z). Toplam nem,

Y% Nem =100—(Y xZ/ X) formiilityle hesaplanmastir.

3.2.2 Ham madde protein iceriklerinin belirlenmesi

Arastirmada hammadde olarak kullanilan un, fermente hamur ve ekmek
cesitlerinin protein miktarinin belirlenmesi Kjeldahl Metoduyla (AOAC,
2005) yapilmustir.

0.005 g hassasiyetle 1’ er g 6rnek Kjeldahl tiiplerine tartilmis, lizerlerine
katalizor (1 kg susuz NaySO4, 30 g CuySO4.5H,0, 15 g saf selenyum
bilesiminde) eklenmis ve 13 mL derisik H,SO,4 ilave edilmistir. Yakma

linitesinde sicaklik kademeli olarak arttirilarak 430 °C’ye getirilmistir.

Yanma tamamlandiginda tiiplerdeki Ornekler iizerine 50 mL saf su
eklenmis ve tiipler destilasyon {iinitesine yerlestirilmistir. 50 mL % 40°lik
NaOH alkali pompas: ile tilip igerisine pompalandiktan sonra buhar agilip 6
dakika siiresince olusan destilat (yesil renkli) 25 ml borik asit igerisinde

toplanmustir.

Destilat, faktorii bilinen 0.1 N HCI ¢ozeltisi ile yesil renk acik pembeye

donene dek titre edilmistir.

Orneklerin protein miktar1 asagidaki formiile gére hesaplanmustir:
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(S =Sy5) < Fx0.0014x N

F 100
Ornekmiktari(g)

% Protein =

F = HCI ¢ozeltisinin faktori

S = Titrasyonda harcanan HCI hacmi (mL)

S, = sahit denemede harcanan HCI hacmi (mL)
N = 6.25

3.2.3 Hammaddeden protein ekstraktlarinin elde edilmesi:

3.23.11. Asama

Ilk asamada protein ekstraktlarinin elde edilmesi amaciyla ekmekler
oda sicakliginda (15 — 20 saat) kurutulup oOgiitiilmiistiir. Unlar, fermente
hamurlar ve 6giitiilmiis ekmekler iizerine agirliklarinin 5 kat1 kadar (1:5 w/v)
100 mM sodyum asetat tamponu (pH 4.5) ilave edilmis ve 1 dk siireyle el
blendirinda homojenize edildikten sonra 4°C’ de manyetik karistiricida 1 gece
karistirma islemine tabi tutulmustur. Elde edilen siispansiyon, 4° C’ de 10
000 g’ de 30 dk santrifiij edilmis, berrak silipernatant ilk protein ekstrakti
(IPE) olarak adlandirilmis ve analize kadar -20°C’ de saklanmistir. (Scarafoni

et al., 2008).

3.2.3.2 I1. Asama

IPE 80°C’ de, 3 dk su banyosunda isitildiktan sonra hemen buz
iizerinde sogulmustur. Daha sonra 4° C’ de 10 000 g’ de 30 dk santrifiij
islemini takiben elde edilen siipernatanttaki proteinler %70 doygunlukta
amonyum siilfat kullanilarak buz banyosunda 2.5 saat siireyle ¢oktiiriilmiistiir.

4° C’ de 10 000 g’ de 30 dk santrifiij islemini takiben elde edilen pelet distile
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suda (5 ml) c¢oziindirilmiis ve amonyum siilfat tuzunun uzaklastirilmasi
amaciyla molekiiler agirlik siir degeri (MASD) 3500 Da olan diyaliz
membran kullanilarak 4°C’ de 1 gece distile suya kars1 diyaliz edilmistir.
Daha sonra ¢ozelti pH’ s1 0.2 N HCl ile pH 4.0’ e ayarlanmis ve 4°C’ de 10
000 g’ de 30 dk. santrifiijlenerek siipernatanttaki tampon ¢ozelti,
ultrafiltrasyon aparati kullanilarak (MASD 3000 Da) 50 mM Tris/HCl
tamponu (pH 8.0) ile degistirilmistir. Elde edilen ¢6zelti (5 ml) son protein
ekstrakti (SPE) olarak adlandirilmis ve sonraki asamalar i¢in — 20 °C’ de

saklanmustir (Scarafoni et al., 2008).

Orneklerden elde edilen ilk ve son protein ekstraktlarma Bradford
yontemi ile protein tayini, kimotripsin ve tripsin inhibisyon aktivitesi tayini
uygulanmis ve sonuglar mg protein basina tripsin inhibisyon {iinitesi (TIU/mg
protein) ve kimotripsin inhibisyon {initesi (KIU/mg protein) olarak

hesaplanmustir.

3.2.3.3 SPE eldesi asamasinda protein kayvbinin hesaplanmasi

% Protein kayb1 asagidaki formiil ile hesaplanmustir;

. IPE , - SPE,
% Protein kaybi1= —pE x100

p

IPE , = [1k protein ekstrakt1 protein miktar1 (mg protein/g kuru madde
ornek)

SPE, = Son protein ekstrakti protein miktari (mg protein/g kuru

madde 6rnek)
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3.2.4 Tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi gosteren cavdar
unu SPE’ deki proteinlerin molekiil agirhklarina gore
fraksiyonlara ayrilmasi

Hangi oOrneklerden elde edilen SPE’nin molekiil agirligina gore
fraksiyonlarina ayrilacagini belirlemek i¢in parametre olarak protein
konsantrasyonu ile tripsin ve kimotripsin aktiviteleri géz Oniine alinmistir.
Elde edilen SPE’ ler arasinda en yiiksek protein igeriginin yani sira (1.02 +
0.11 mg protein/g kuru madde Ornek) goreceli olarak yiiksek tripsin ile
kimotipsin inhibisyon aktivitesine (sirastyla 114.11 + 13.21 TiU/g kuru
madde drnek ve 25.19 + 3.22 KiU/g kuru madde 6rnek) sahip cavdar unundan
elde edilen SPE molekiil agirligina gore fraksiyonlarina ayrilmistir. Proteinler
molekiil agirhigina gére 3 ayr fraksiyona ayrilmistir. Bu fraksiyonlar sirastyla
fraksiyon 1 (F1), fraksiyon 2 (F2) ve fraksiyon 3 (F3) olarak adlandirilmstir.
Molekiil agirliklarima gore F1, 10 000 Da’dan kiigiik; F2, 10 000 ila 20 000
Da arasi; F3 ise 20 000 Da’ dan biiyiik protein fraksiyonlarimi ifade
etmektedir (F1 < 10 000 Da < F2 <20 000 Da < F3). Bu amagla 3 mL cavdar
unu SPE 6nce MASD 10 000 Da olan ultrafiltrasyon aparati kullanilarak 4°
C’ de 4000 g’ de 1 saat santrifiijlenmis ve filtrat (F1) ayrilmistir. Membranin
iist kisminda kalan retentat MASD 20 000 Da olan ultrafiltrasyon aparati
kullanilarak 4° C* de 4000 g’ de 1 saat santrifiijlenmis ve alt kisimdaki filtrat
(F2) ve st kisimdaki retentat (F3) ayrilmistir. Elde edilen protein

fraksiyonlar1 sonraki asamalar i¢in — 20 °C’ de saklanmustir.

Protein fraksiyonlarina Bradford yontemi ile protein tayini,
kimotripsin ve tripsin inhibisyon aktivitesi tayini uygulanmis ve sonuglar mg
protein bagma tripsin inhibisyon {initesi (TIU/mg protein) ve kimotripsin

inhibisyon {initesi (KIU/mg protein) olarak hesaplanmistir.

3.2.5 Ekmek orneklerine in vitro sindirim uygulanmasi

Insan sindiriminin laboratuar kosullarinda modellenmesi igin Gil-
Izquierdo et al. (2002)’ nin yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. Oda
sicakliginda kurutulmus ve 6giitiilmiis normal ve ¢cavdar ekmek ¢esitlerinden

10 g almarak iizerlerinde 30 ml distile su eklenmistir. Ornekler el blendir ile
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1 dk siireyle homojenize edildikten sonra 10 g homojenizat analiz icin
ayrilmigtir. Homojenizat agirhigimin 2 kati kadar (1:2 w/v) distile su
eklendikten sonra mide sindirimi i¢in 6nce pH, 1M HCI ile pH 2’ye
ayarlanmig ve sonra 1 mL %3’liik pepsin (3g pepsin/100 mL 0.1N HCl) ilave
edilmistir. 37°C’de, 2 saat, ¢alkalamali su banyosunda (200 rpm) inkiibasyonu
takiben ornek 15°er mL’ lik 2 kisma ayrilmistir. Birinci kisma mide sindirimi
isleminin sonlandirtlmast i¢in 2,5 mL 1 M NaOH eklenmis ve reaksiyon
durdurulmustur. Mide sindirimi uygulanmis 6rnek 25°C 10 000 g’ de 15 dk
santrifiijlenerek kati pargaciklar uzaklastirilmis ve elde edilen siipernatantta
kalmis olmast muhtemel ve ileriki analizlerde sorun olusturabilecek sindirim
enzimlerinin uzaklastirilmasi amaci ile ultrafiltrasyon aparatt (MASD 20000
Da) kullanilarak 25°C 10 000 g’ de 30 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Mide
diyalizati (MD) olarak adlandirilan filtrat, ultrafiltrasyon aparatindan alinmis
ve analize kadar -20°C’ de saklanmistir. Mide sindiriminin
sonlandirilmasindan hemen 6nce ayrilan diger 15 mL’ lik kisma ise bagirsak
sindirimi uygulanmustir. Boylece bagirsak sindiriminin, aym sartlarda
gergeklestirilen mide sindirimi sonucu elde edilen orneklere uygulanmasi
saglanmigtir. Bagirsak diyalizatlarinin  elde edilmesi amaciyla mide
sindiriminin son asamasi olan 37°C’ de su banyosundaki inkiibasyondan sonra
alman 15 mL 06rnegin bulundugu tiip igerisine, 10 mL (0.15 N) PIPES
tamponu igeren diyaliz membran (MASD 6000 — 8000 Da) yerlestirilmistir.
Daha sonra 37°C’de c¢alkalamali su banyosunda (200 rpm) 30 dk siireyle
inkiibasyona devam edilmistir. Inkiibasyon sonunda ortama 2.5 mL
pankreatin/safra karigimi (0.5 g pankreatin igeren 3 g safra ekstrakt1/250 mL 1
N NaHCO:s) eklenerek 6rnek 37°C’de ¢alkalamali su banyosunda (200 rpm) 2
saat daha inkiibe edilmistir. Reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in inkiibasyon
sonunda tiipler kaynayan su banyosuna alinarak 10 dakika bekletilmistir. Oda
sicakligina sogutulan tiipler igerisindeki diyaliz membranlar dikkatlice
cikarilmis ve membranlarin disi az miktarda saf su ile yikanmistir. Diyaliz
membranlarindan alinan bagirsak diyalizati (BD) analize kadar -20°C’ de

saklanmistir.
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Bugday ve cavdar ekmegi cesitlerinden in vitro sindirim ile elde edilen
mide ve bagirsak diyalizatlarina Bradford yontemi ile protein tayini,
kimotripsin ve tripsin inhibisyon aktivitesi tayini uygulanmis ve sonuglar mg
protein basma tripsin inhibisyon iinitesi (TIU/mg protein) ve kimotripsin

inhibisyon {initesi (KiU/mg protein) olarak hesaplanmustir.

3.2.6 Hammaddeden elde edilen IPE ve SPE’nin ve in vitro sindirim
uygulanan oOrneklerden elde edilen mide ve bagirsak
diyalizatlarinin protein miktarlariin belirlenmesi:

3.2.6.1 Bradford vontemi ile protein tayini:

Protein tayini i¢in Bradford (1976) yontemi kullanilmistir. Bradford
reaktifinin hazirlanmasinda 100 mg Coomassive Brilliant Blue G-250
(CBBG-250) 50 ml % 95’lik etanolde ¢6zlilmiis ve iizerine 100 ml %85°1lik
(w/v) fosforik asit ilave edilmistir. Boya maddesinin (CBBG-250) tamamen
coziinmesinden sonra ¢ozelti 1 It’ye distile su ile seyreltilmistir. Elde edilen
reaktif, boya kalintilar1 tamamen uzaklasana kadar Whatman No.1 slizgeg
kagidindan biihner hunisi kullanilarak siiziilmiis ve amber sisede 4°C’ de en
fazla 1 ay siireyle saklanmigtir. Bradford reaktifi i¢in kalibrasyon grafiginin
hazirlanmasinda standart protein olarak farkli konsantrasyonlarda sigir serum
alblimini (SSA) kullanilmistir. Protein tayini i¢in 100 pL 6rnek iizerine 2 mL
Bradford reaktifi eklenerek 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmigtir.
Inkiibasyon sonunda spektrofotmetrede 595 nm dalga boyunda absorbans
kaydedilmistir. Sahit ¢ozelti olarak 100 pL distile su ve 2 mL Bradford
reaktifi kullanilmistir. Elde edilen absorbans degerleri ile IPE ve SPE ile mide
ve bagirsak diyalizatlarindaki protein miktart mL 6rnek i¢in mg protein (mg

protein/mL Ornek) olarak hesaplanmustir.

3.2.6.2 Tripsin inhibisvon aktivitesi tayini :

Tripsin inhibisyon aktivitesi tayini i¢in Ee et al. (2008)’ nin ydntemi
modifiye edilerek kullanilmisgtir.
Tripsin inhibisyon aktivitesi tayini i¢in p-toluensulfonil-L arginin

metil ester (TAME) substrat olarak kullanilmistir. Tripsin inhibisyon tayini
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tamponu (TIT) 10,3 mM CaCl, icerecek sekilde 41.4 mM Tris-HCI (pH 8.1)
ile hazirlanmistir. 2,6 mL TIT ve 0,3 mL TAME substrati (10 mM
konsantrasyonunda, TIT ile hazirlanan) 1sm yolu 10 mm olan, 3,5 ml lik
kuartz kiivete alinmis ve 0,1 ml tripsin (20pug/ml konsantrasyonunda, ImM
HCI’ de) eklenerek karstirilmistir. Tripsin enzim aktivitesi tayini igin
spektrofotometrenin kinetik modunda 247 nm’de 6 dk boyunca absorbans
degisimi kaydedilmistir. Elde edilen reaksiyon grafiginin dogrusal bolgesi
dikkate alinarak dakikadaki absorbans degisimi belirlenmistir. Tripsin
inhibisyon aktivitesi tayini igin drneklerden (IPE, SPE, protein fraksiyonlari
ve mide-bagirsak diyalizatlar1) 6 uL alinarak iizerine 2,6 mL TiT ve 0,1 mL
tripsin ilave edilerek oda sicakliginda 6 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Kor
ornek enzim yerine 1mM HCI kullanilarak hazirlanmistir. Tam olarak 6.
dakikanin sonunda 0,3 mL TAME substrat c¢ozeltisi eklenmis ve
spektrofotometrenin kinetik modunda 247 nm’de 6 dk boyunca absorbans
degisimi kaydedilmistir. Elde edilen reaksiyon grafiginin dogrusal bolgesi
dikkate alinarak dakikadaki absorbans degisimi belirlenmistir. Tripsin
inhibisyon aktivitesi tripsin inhibisyon iinitesi olarak mg protein igin

hesaplanmustir.

Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir;

(TAA,,, | dk — IAA,,, | dk)x 6x1000
540 x protein(mg)

TIU / mg protein =
TAA4,,,/dk = Ortamda sadece substrat ve tripsin varken 247

nm dalga boyunda dakikadaki absorbans degisimi

IAA4,,,/dk = Ortamda substrat, tripsin ve 6rnek varken, 247

nm dalga boyunda dakikadaki absorbans degisimi
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540 katsayist; 247 nm’ de, kullanilan tamponun kompozisyonu ve 10
mm 151n yolu olan kuvet i¢in deneysel olarak saptanan molar ekstinksiyon
katsayisidir. Birim tripsin {initesi (TU); bir dakikada 1 pmol substratin
hidrolizini katalizleyen tripsin miktar1 olarak ifade edilirken birim tripsin
inhibisyon {initesi (TIU) ise tripsin aktivitesinde 1 tripsin {initesi (TU) azalma

olarak tanimlanmaktadir.

3.2.6.3 Kimotripsin inhibisyon aktivitesi tayini:

Kimotripsin inhibisyon aktivitesi tayini i¢in N-benzoil-L-tirozin etil
ester (BTEE) substrat olarak kullanilmistir. Kimotripsin inhibisyon tayini
tamponu (KIT) 0.1 M CaCl, icerecek sekilde 0.1 M Tris-HCI1 (pH 7.8) ile
hazirlanmistir. 0.1 ml kimotripsin (20 pg/ml konsantrasyonunda 1mM HCI’
de hazirlanan) ile 1.4 mL KiT 1s1n yolu 10 mm olan, 3.5 mL lik kuartz kiivete
alinmig ve 256 nm’ de absorbans okumaya gecmeden hemen 6nce 1.5 mL
BTEE c¢ozeltisi (1 mM %50 (w/w) sulu metanolde hazirlanan) ilave
edilmigtir. Kor 6rnek enzim yerine 1 mM HCI kullanialrak hazirlanmistir.
Kimotripsin enzim aktivitesi tayini i¢in spektrofotometrenin kinetik modunda
256 nm’de 6 dk boyunca absorbans degisimi kaydedilmistir. Elde edilen
reaksiyon grafiginin dogrusal bolgesi dikkate alinarak dakikadaki absorbans
degisimi belirlenmistir. Inhibisyon aktivitesi tayini icin orneklerden (ilk
protein ekstrakti, son protein ekstrakt, protein fraksiyonlar1 ve mide-bagirsak
diyalizatlar1) 15ul almarak iizerine 1.4 mL KIT ve 0.1 mL kimotripsin
eklenmis ve oda sicakliginda 6 dk inkiibe edilmistir. Tam olarak 6. dakikanin
sonunda 1,5 mL BTEE substrat cozeltisi eklenerek spektrofotometrenin
kinetik modunda 256 nm’de 6 dk boyunca absorbans degisimi kaydedilmistir.
Elde edilen reaksiyon grafiginin dogrusal bolgesi dikkate alinarak dakikadaki
absorbans degisimi belirlenmigtir. Kimotripsin inhibisyon aktivitesi

kimotripsin inhibisyon {initesi olarak mg protein i¢in hesaplanmuistir.
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Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir;

(KAA, / dk — IAA, o / dk) x 61000
964 x protein(mg)

KiU/ mg protein=

KAA,s /dk = ortamda sadece substrat ve kimotripsin varken 256

nm dalga boyunda dakikadaki absorbans degisimi

IAA,,, / dk = Ortamda substrat, kimotripsin ve drnek varken 256 nm

dalga boyunda dakikadaki absorbans degisimi

964 katsayisi; 256 nm dalga boyunda, kullanilan tamponun
kompozisyonu ve 10 mm 1s1n yolu olan kiivet icin deneysel olarak saptanan
molar ekstinksiyon katsayisidir. Birim kimotripsin tlnitesi (KU), dakikada 1
umol substratin  hidrolizini katalizleyen kimotripsin miktar1 olarak
tamimlanirken birim kimotripsin inhibisyon iinitesi (KIU) ise kimotripsin

aktivitesindeki 1 kimotripsin tinite (KU) azalmadir.

3.3 istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim veriler arasindaki farklilik varyans analizi (ANOVA) ile
belirlenmis ve farklilik SPSS for Windows (Version 15.0) paket programi

kullanilarak % 95 giiven araliginda Tukey testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hammaddelerin Nem Icerikleri

Bugday unu, cavdar unu, karigik tahilli un ve tam bugday unu, bu
unlardan elde edilen fermente ekmek hamurlar1 ve ekmeklere ait % nem

icerikleri Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1 Bugday, cavdar, karisik tahilli ve tam bugday unlari ile bu unlardan elde edilen
fermente ekmek hamurlar1 ve ekmeklerin nem igerikleri

Nem (%)*
Tahillar
Un Fermente hamur Ekmek
Bugday 13.23+021%% | 4426+0.82>" |3374+202°"
Cavdar 9.69+039%48 14434+156>* |37.08+1.04%4
Kangik tahaln | 8:5£0.22%" 40.16+1.62>% |3525+1.85%4
Tam Bugday | 12-16£0.04%% 14523+2.04%% |3564+1.11%"

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir

(a-b) farkli harfler ayn: satirdaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade
etmektedir.

(A-B) farkl harfler ayn1 siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade
etmektedir.

Calismada analiz edilen un c¢esitleri icin en yiliksek nem icerigi %
13.23 + 0.21 ile bugday unu 6rneginde bulunurken bu degeri sirasiyla tam
bugday (% 12.16 + 0.04), ¢avdar (% 9.69 £ 0.39) ve karigik tahilli (%8.5 +
0.22) un cesitleri takip etmistir. Elde edilen verilere gore karigik tahilli un ile
bugday unu arasinda nem igerikleri agisindan 6nemli bir fark bulunmaktadir
(p<0.05). Maleki et al., (1980) yaptiklar1 calismada dort farkli ¢esit bugday
unu i¢in %13.2-13.4 arasinda degisen nem igerigi bildirmislerdir. Benzer
sekilde Verwimp et al., (2004) ve Hung et al (2007) bugday unu nem igerigini
sirastyla % 13.4 ve %14.12 olarak bildirmistir. Iki farkl1 gesit tam bugday unu
ile yapilan bir ¢alismada ise (Prabhasankar and Rao, 2001) nem degerleri %
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9.5 ve % 9.2 olarak bulunmustur. Verwimp et al., (2004), cavdar unu i¢in %
13. 04 nem degeri bulmuslardir.

Tiirk Gida Kodeksi (TGK) bugday unu tebligine (Teblig No: 99/01)
gore ekmeklik bugday unlarinda nem orami sirastyla maksimum % 14,5
protein orani ise kuru maddede minimum % 10.5 olmalidir. Bugday unu igin
elde ettigimiz degerler TGK bugday unu tebligindeki degerlerle
uyusmaktadir.

Cesitler arasinda fermente ekmek hamurlar1 i¢in nem degerleri goz
oniline alindiginda karisik tahilli fermente hamuru ile diger cesitler arasinda

onemli bir fark bulunmaktadir (p<0.05).

Bugday ekmegi i¢in saptanan nem degeri (% 33.74 + 2.02) ekmek
cesitleri arasinda en diisiik olmakla birlikte ekmek ¢esitlerinin nem igerikleri
arasinda 6nemli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). Daglioglu (1998) bugday
ekmeginin nem igeriginin % 35 — 37 arasinda degistigini bildirmistir. Yapilan
bir baska calismada bugday ekmegi, ¢avdar ekmegi ve tam bugday ekmegi
icin nem igerikleri sirasiyla % 29.7, % 33.4 ve % 31.4 olarak saptanmustir

(Karaagaoglu ve ark., 2008).

TGK Ekmek ve ekmek g¢esitleri tebliginde degisiklik yapilamasi
hakkindaki teblige (Teblig no 2008-5) gore bugday, ¢avdar ve tam bugday
ekmekleri icin maksimum nem degerleri ve ilgili ekmek c¢esitleri icin
caligmada elde ettigimiz ortalama nem degerleri Cizelge 4.2° de

karsilastirilmistir.

Cizelge 4.2 Calismada ekmekler i¢in elde edilen nem degerlerinin TGK” de verilen nem
degerleriyle karsilastirilmast

Cesit TGK Teblig No 2008-5’e Calismada elde
gore maksimum nem (%) | edilen nem (%)
Bugday ekmegi 37 33744202
Cavdar ekmegi 43 3708 + 1.04
Tam bugday ekmegi 42 3564+ 111
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Cizelge 4.2° den goriildiigi tizere elde ettigimiz degerlerin TGK ilgili

tebligine uygun oldugu saptanmistir.

4.2 Hammaddelerin Protein icerikleri

Bugday unu, cavdar unu, tam bugday unu, karisik tahilli un; bu

unlardan elde edilen fermente ekmek hamurlari ve pisirme ile elde edilen

ekmeklere ait protein igerikleri kuru madde (KM) iizerinden Cizelge 4.2° de

verilmistir.

Cizelge 4.2 Cesitli tahillardan elde edilen un, fermente hamur ve ekmeklerin protein igerikleri

Protein miktar1 (g/100 g KM érnek)*

Tahillar
Un Fermente hamur Ekmek
12.10 £1.35%4 11.85+1.23 %48 | 15,02 +0.99 >A€
Bugday (11.70 + 1.34) (6.60 + 0.28) (9.95 +0.28)
12.75+£0.50 &4 11.05+1.79%8 13.05+ 1.33 %4
Cavdar (11.51 + 0.45) (6.14 + 1.00) (8.25+0.78)
14.68+2.01 %4 17.06£1.05 € 19.31+1.89 >B
Kansik
Tahilh (13.43 £2.01) (10.20 + 0.51) (12.48 + 0.95)
13.69+0.77 >4 13.25+1.33 B 16.11£0.92 >€
Tam Bugday (12.03 + 0.67) (7.30 = 0.66) (10.36 + 0.37)

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir

Parantez igerisindeki degerler yag maddede ortalama + SD degerleridir.

(a-c) farkli harfler ayni satirdaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade

etmektedir.

(A-C) farkl harfler ayn1 siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade

etmektedir.

Hangi cesit un kullanilirsa kullanilsin ekmek, eger ilgili un bugday

unundan fakliysa belirli oranda bugday unu ile su, tuz, maya ve diger katki

maddelerinin katilmasiyla elde edilen hamurun fermantasyona birakilmasi ve
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daha sonra pisirilmesi ile elde edilen iiriinii ifade etmektedir. Tahillarin ve bu
tahillarin 6giitiilmesi ile elde edilen unlarin kimyasal bilesimi genetik yapiya,
toprak ve iklim faktorlerine bagh olarak degismektedir (Karaagaoglu ve ark.,

2008).

Calismada en yiiksek protein icerigi % 14.68 + 2.01 ile karigik tahilli
undaki bulunurken bu degeri sirasiyla tam bugday (% 13.69 + 0.77), ¢avdar
(% 12.75 £ 0.50) ve bugday (% 12.10 £ 1.35) unlar takip etmistir. Ayrica un
cesitleri arasinda protein igerikleri acisindan onemli bir fark saptanmamustir

(p>0.05).

Ekmek cesitleri arasindan karisik tahilli ekmek ¢esidinin (% 19.31 £
1.89) diger cesitlerden daha yiiksek oranda protein icerdigi saptanmigtir
(p<0.05). Karisik tahilli undan elde edilen fermente hamurun protein igerigi
(% 17.06 = 1.05) diger unlardan elde edilen fermente hamurun protein

iceriginden daha yliksek olarak bulunmustur (p<0.05).

Bugday ve cavdar unu ile yapilan bir ¢alismada protein degerleri
sirastyla % 10.12 ve % 6.59 olarak belirlenmistir (Verwimp et al., 2004).
Cavdar unu ve bu undan iiretilen ekmeklerle ile ilgili yapilan bir bagka
calismada protein icerigi un ve ekmek icin sirastyla % 9.34 ve % 9.81 olarak
bildirilmistir (Michalska et al., 2008). Elde edilen veriler séz konusu
caligmalara ait protein icerikleri agisindan karsilastirildiginda bugday unu (%
12.10 + 1.35), cavdar unu (% 12.75 £ 0.50) ve cavdar ekmegi (% 13.05 +
1.33) icin daha yiiksektir. Buna ek olarak bugday unu protein miktarlari ile
ilgili olarak bu calismada elde edilenden daha yiiksek, % 14.9 (Mariotti et al.,
2006) ve % 13.5 (Ragaee et al., 2006) protein igerigi degerleri literatiirde
bildirilmistir. Tam bugday unu icin Hung et al., (2007) calismada elde

ettigimiz protein igerigine benzer protein degeri (% 13.5) saptamustir.

Karaagaoglu ve ark., (2008) bugday ekmegi, cavdar ekmegi ve tam
bugday ekmegi i¢in protein igeriklerini sirastyla % 12.38, % 14.11 ve %
14.43 olarak bildirmislerdir.

Bugday unlar1 tanenin kabuk tabakasinin endospermden ayrilip

ogiitiilmesiyle elde edilmektedir (Ertugay ve ark., 1993). Bu ayirma islemi,
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ozellikle protein, yag, vitamin ve minerallerin biiyiik oranda kaybina neden
olmaktadir (Karaagaoglu ve ark., 2008). Bu calismada bugday ununun en
diisiik protein igerigine sahip olmasi bugday tanesinden kabuk tabakasinin
ayrilmasi igleminin neden oldugu protein kaybi ile aciklanabilir. Ayrica tam
bugday ununda en yiiksek protein iceriginin saptanmasi da bu un cesidinde
s0z konusu ayirma isleminin gerceklestirilmemesi olarak diistiniilmiistiir.
Benzer iliski s6z konusu unlardan {iiretilen ekmeklerde de bulunmaktadir.
Ayrica ¢avdar, tam bugday ve karisik tahilli ekmeklerin yapiminda kullanilan
unlarin, tam bugday kirmasi, kavrulmus malt, cavdar kirmasi, aycekirdegi
(i¢ olarak), keten tohumu ve bugday kepegi iceriyor olmasi un ve ekmeklerin

protein iceriklerini etkilemektedir.

4.3 Hammadeden elde edilen protein ekstraktlarina ait protein

icerikleri ile tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktiviteleri
4.3.1 i1k protein ekstrakt1 (IPE)

4.3.1.1 iPE protein icerikleri

Temel olarak bir kaynaktan protein eldesi ve izolasyonu i¢in izlenen
adimlar, protein kazanimi (ekstraksiyon), on saflastirma (konsantrasyon) ve
ayirma/tamimlama  (kromatografik ve elektroforetik islemler) olarak
bilinmektedir. Bu adimlarda uygulanan hiicre parcalama, berraklagtirma ve
coktiirme (izoelektrik ¢oktiirme, iyonik siddeti azaltarak ¢oktlirme, iyonik
siddeti artirarak ¢oktiirme, organik ¢ozgenler ile ¢oktiirme, organik polimerler
ile ¢coktiirme, denatiirasyon ile ¢oktiirme) islemlerinden sonra diyaliz, saflik

kontrolii ve karakterizasyon asamalar1 uygulanir (Anon., 1999).

Bugday unu, cavdar unu, karigik tahilli un ve tam bugday unu, bu
unlardan elde edilen fermente hamurlar ve ekmeklerin IPE’ lerine ait protein
degerleri mL IPE ve g KM 6rnek icin sirasiyla Cizelge 4.3.1.1 (a) ve Cizelge
4.3.1.1(b)’ de verilmistir.
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Cizelge 4.3.1.1(a) Tahil unlari, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ nin protein
igerikleri (mg protein/mL IPE)

Protein miktar1 (mg protein/mL IPE)*
IPE
Un Fermente hamur Ekmek
Bugday 1.41 +0.41%4 1.09 + 0.09™4P 0.19 +0.05%*
Cavdar 1.18 £ 0.16~4¢ 1.24 +0.13%4 0.17 +0.03%*
Karisik Tahill 1.48 £ 0.09%" 1.22+0.08™4 0.18 £0.02%"
Tam Bugday 1.06 + 0.08* ¢ 0.89 £ 0.09% " 0.15+0.01>4

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-c) farkli harfler ayni satirdaki degerler arasindaki farkin sonucunda p<0.05 diizeyinde Onemli
oldugunu ifade etmektedir.

(A-C) farkli harfler aym siitundaki degerler arasindaki farkin sonucunda p<0.05 diizeyinde onemli
oldugunu ifade etmektedir.

IPE protein degerleri igin un gesitleri arasindan karisik tahilli un, en
yiiksek protein igerigine (1.48 + 0.09 mg/mL IPE) sahipken (p<0.05) bu
degeri sirastyla bugday (1.41 + 0.41 mg/mL IPE), ¢avdar (1.18 + 0.16 mg/mL
IPE) ve tam bugday (1.06 = 0.08 mg/mL IPE) unlar takip etmistir. Hamur
orneklerinden elde edilen IPE’ lerde ise sadece IPE caydar fermente hamuru protein
icerigi IPE cavdar unu protein iceriginden daha yiiksek olarak saptanmigtir
(p<0.05). Fermente hamurlardan elde edilen IPE icerisinde ise en diisiik
protein igerigi tam bugdaydan elde edilen fermente hamurda saptanmig ancak
bu deger ile bugday ve c¢avdar fermente hamurlarindan elde edilen IPE
arasinda anlamhi bir farklilik goézlenmemistir (p>0.05). Ekmeklerden elde
edilen IPE’ nin protein degerleri arasinda da anlamli bir farklihk
saptanmamustir. En yiiksek deger 0.19 + 0.05 mg/mL IPE ile bugday

ekmegine aittir.
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Cizelge 4.3.1.1 (b) Tahil unlari, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ nin protein
icerikleri (mg protein/ g KM 6rnek)

Protein miktar1 (mg/ g KM o6rnek)*

IPE Un Fermente Hamur Ekmek
Bugday 9.67+2.89%" | 11.26+0.83>*" | 1.55+034">"
Cavdar 7.69 £1.14 %48 12.75 + 1.66 >4 1.55+ 0264

KangikTalmll | 9.55+0.59 %% 12.08 +0.84 >4 147 +0.17 %A
Tam Bugday | 7.37+0.65*" 949+ 1.14%"B 1.42 4009 A

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-c) farkli harfler aymi satirdaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade
etmektedir.

(A-C) farkl: harfler ayni siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade
etmektedir

IPE protein igerikleri

16

12

mg protein/g KM 6rnek
oo
|

0 T

un fermente hamur ekmek
O bugday 9.67 11.26 1.55
B cavdar 7.69 12.75 1.55
O karigik tahill 9.55 12.08 1.47
O tam bugday 7.37 9.49 1.42

Sekil 4.3.1.1 (a) Tahil unlari, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ lerin protein

icerikleri
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IPE’ lerdeki protein miktarlart KM bazinda &rnek miktari {izerinden
karsilastirildiginda Sekil 4.3.1.1 (a)’ de belirtildigi gibi tiim c¢esitler i¢in
fermente hamurlarda un ve ekmeklerden elde edilenlere gore daha yiiksek
protein degerleri saptanmistir. Ancak sadece IPE gavdar unu V€ IPE karisik tahully
protein miktarlari ile sirasiyla IPE femente cavdar hamuru V€ IPE fermente kangik tahull
namuru  arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Fermente hamur 6rneklerinden daha fazla proteinin ekstrakte edilmis olmast;

1) Ekmek hamuru yapiminda una eklenen suyun suda ¢6ziinen
proteinleri ¢Oziinlir hale getirmesi ve bu durumun ekstrakte edilen
protein miktarina katki saglamasi,

2) Yogurma islemi ve tuz ilavesinin serbest formda olmayan proteinlerin
daha ¢oziiniir/ekstrakte edilebilir hale gelmesini saglamasi (Prakash
1986),

3) Fermantasyon islemiyle daha kiiciik molekiil agirligina sahip
proteinlerin agiga c¢ikmasi bdylece ekstraksiyonun daha kolay

gerceklesmesi gerekgeleriyle agiklanabilir (Antony et al., 1996).

Benzer sekilde ekmek iiretimi sirasinda uygulanan 1s1l islem, protein
molekiilinde molekiil i¢i veya molekiil dis1 capraz baglanmalara ve
dolayisiyla proteinlerin daha zor ekstrakte edilebilir yapiya doniismelerine yol

acmis olabilir (Gerrard, 2002).

Ekmek cesitleri i¢in kuru madde ornek iizerinden IPE degerlerinde
ekstrakte edilen proteinler agisindan Onemli bir fark bulunmamaktadir

(p>0.05)

Scarafoni et al., (2008) beyaz act bakla (Lupinus albus L.) ile
yaptiklart ¢alismada bu c¢alismadakiyle ayni ekstraksiyon yontemini
kullanarak elde ettikleri IPE> de 183.1 mg protein/g drnek protein igerigi
bildirmislerdir. Beyaz aci bakla tohumlarinin yiiksek protein icerigi, kuru
maddede % 44 (Egana et al., 1992), g6z Online alindiginda ayn1 ekstraksiyon
islemiyle elde edilen IPE’ nin bu ¢alismada elde edilenlerden daha yiiksek

protein icermesi beklenen bir sonugtur.
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4.3.1.2 iPE tripsin inhibisyon aktivitesi

Orneklerden elde edilen IPE lere ait tripsin inhbisyon aktivitesi mg
protein ve kuru madde {izerinden g 6rnek i¢in hesaplanip sonuclar Cizelge

4.3.1.2 (a) ve Cizelge 4.3.1.2 (b)’ de gosterilmistir.

Bugday icin g KM ornekte tripsin inhibisyon aktivitesi agisindan un,
fermente hamur ve ekmek Ornekleri arasinda Onemli bir fark
bulunmamaktadir. Fakat cavdar ve karisik tahilli gesitleri i¢in fermente
hamurlardan elde edilen IPE’ ler, aymi cesitlerin unlarindan elde edilenlere
gore tripsin inhibisyon aktivitesi agisindan hem g KM 0Ornek hem de mg
protein bazinda daha diisiiktiir (p<0.05). Bu durum farkl kaynaklardaki bazi
proteaz inhibitorlerinin fermantasyona daha duyarli oldugu ve fermantasyon
islemiyle aktivitesinin azalabilecegi seklinde yorumlanmistir. Tam bugday
¢esidi i¢in un, fermente hamur ve ekmeklerde tripsin inhibisyon aktivitesi
saptanmamistir. Bugday ununda s6z konusu aktivite saptanirken tam bugday
ununda saptanmamasi bugday c¢esitlerinin farkli olmasindan kaynaklanabilir
veya tam bugday ununda kepek kisminda bulunan bazi kompleks
karbonhidratlar ile proteinler arasinda gergeklesen interaksiyonlar nedeniyle
proteaz inhibitorlerinin serbest forma gegmemesi nedeniyle olabilir (Mauron,

1984).
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Cizelge 4.3.1.2 (a) Tahil unlar1, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ lerin tripsin
inhibisyon aktivitesi (TIU/mg protein)

iPE Tripsin inhibisyon Aktivitesi*
(TiU/mg protein)
Un Hamur Ekmek
Bugday 513+3.11%* | 2.80+0.59%* | 2876+ 14214
Cavdar 15.85+2.88 %% | 475+1.18"" | 46.02+11.89%"
Karigik Tahili | 26.92+3.19%8 | 787+3.5>% | 28.53+13.45%%

Tam Bugday

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

- : saptanamamuistir.

(a-b) farkli harfler ayn: satirdaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6énemli oldugunu ifade

etmektedir.

(A-B) farkl: harfler ayni siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade

etmektedir.
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Cizelge 4.3.1.2 (b) Tahil unlari, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ lerin tripsin
inhibisyon aktivitesi (TIU/g KM 6rnek)

iPE Tripsin inhibisyon aktivitesi*
TiU/g KM érnek
Un Hamur Ekmek
Bugday 41.90 +26 ~* 31.17+7.29*% | 4525+ 14.77 %4
Cavdar 12222 +30.02%% | 60.69+18.63"> | 6598+2586">"
AB

Karisik 257.05+3639%C | 71.21+21.76>® | 29.59+9.32 %"
Tahilh

Tam Bugday - - -

* Degerler ortalama = SD olarak verilmistir.
- ! saptanamamuistir.

(a-c) farkli harfler ayni satirdaki degerler arasindaki farkin Tukey testi sonucunda p<0.05 diizeyinde
6nemli oldugunu ifade etmektedir.

(A-C) farkl: harfler ayn1 siitundaki degerler arasindaki farkin Tukey testi sonucunda p<0.05 diizeyinde
onemli oldugunu

Ayni tiirlin farkli varyetelerinde proteaz inhibitorlerinin miktar1 ve
inhibisyon aktivitelerinin degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Guillamoén et al.,
2008). Fakat ticari 6rnekler kullanildig1 i¢in bu konuda kesin bir yargiya
varmak olanaksizdir. Karigik tahilli un IPE’ nin 6rnekler arasindaki en yiiksek
tripsin inhibisyon aktivitesini (257.05 + 36.39 TiU/g &rnek, 26.92 + 3.19
TIU/mg protein) gdstermesi ise bu una ticari olarak karistirilmis olan ¢avdar
unu, ¢avdar kirmasi, bugday unu, ayg¢ekirdegi ici, keten tohumu, soya kepegi,
susam, kavrulmus malt unu ve bugday kepeginin ortak etkisinden
kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanabilir. Bugday unu disindaki diger un
cesitlerine hamur yogrulmadan oOnce yaklasik % 50 oraninda bugday unu
ekleniyor olmasinin ilgili ¢esitlerden elde edilen hamur ve ekmeklerin tripsin
inhibisyon aktivitesini toplamda azaltan etkisi oldugu diisiiniilebilir. Ciinkii
Cizelge 4.3.1.2 (a) ve 4.3.1.2 (b)’ de belirtildigi tizere bugday unu i¢in tripsin
inhibisyon aktivitesi 41.90 + 26 TiU/g érmek ve 5.13 + 3.11 TIU/mg protein

olmak tizere un ornekleri arasinda en diisiik olandir.
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Orneklerden elde edilen IPE’ lerde saptanan tripsin inhibisyon

aktivitesi Sekil 4.3.1.2° de gosterilmistir.

IPE Tripsin inhibisyon Aktivitesi
375
300 |
4
[}]
£ 225 J_
Hel
=
X
2 150 =
2
|—
75 — | T
FI‘- L {_.‘ﬁ
0
un fermente hamur ekmek
@ bugday 41.90 31.17 45.25
W gavdar 122.22 60.69 65.98
O bol tahilli 257.05 71.21 29.59

Sekil 4.3.1.2 Tahil unlari, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ lerde saptanan
tripsin inhibisyon aktiviteleri

Ekmekler tripsin inhibisyon aktivitesi agisindan incelendiginde en
yiiksek deger 65.98 + 25.86 TiU/g 6rnek ile ¢avdar ekmeginde saptanirken
bunu bugday ekmegi (45.25 + 14.77 TiU/g 6rnek) ve karisik tahilli ekmek
(29.59 + 9.32 TiU/g 6rnek) izlemistir (p<0.05). Karisik tahilli ¢esidi kendi
icinde degerlendirildiginde ise tripsin inhibisyon aktivitesi acisindan ekmek,
un ve fermente hamur 6rnekleri arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Cavdar ve bugday ekmekleri géz Oniine alindiginda pisirmenin
tripsin inhibisyon aktivitesi lizerine Onemli bir etkisinin olmadigi agiktir.
Ciinkii bu iki ¢esidin fermente hamurlarindan ve ekmeklerinden elde edilen
IPE’ lerin tripsin inhibisyon aktiviteleri acisindan aralarinda énemli bir fark
yoktur (p>0.05). Karisik tahilli ekmek IPE’ sinin fermente hamura gére daha
diistik tripsin inhibisyon aktivitesi gostermesi farkli katkilari iceren karigik
tahilli undaki proteaz inhibitorlerinin fermantasyondaki degisimlere oldugu

kadar yiiksek sicakliga da dayaniksiz oldugu seklinde yorumlanabilir.
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Islem gdrmemis drnek olmasi agisindan un drnekleri IPE’ leri tripsin
inhibisyon aktivitesi agisindan Scarafoni et al., (2008) ile karsilastirildiginda
tripsin inhibisyon aktivitesinin beyaz aci baklaya gore oldukeca diisiik oldugu
goriilmektedir. Beyaz ac1 bakla tohumundan elde edilen IPE’ nin 12 705
TiU/g 6rnek ve 69 TiU/mg protein tripsin inhibisyon aktivitesine sahip
oldugu belirtilirken kimotripsin inhibisyon aktivitesi gostermedigi rapor

edilmisgtir.

Cesitli baklagillerin farkli varyetelerinin tripsin inhibisyon aktivitesi
lizerine yapilan bir ¢alismada tripsin inhibisyon aktivitesinin Lupinus’ un
farkli varyeteleri i¢in 6nemsiz fakat Glycine max farkli varyeteleri arasinda
onemli degisikler gosterdigi belirtilmistir. Arastirma kapsaminda soya
fasulyesi, fasulye, nohut, bezelye, mercimek ve baklanin farkh
varyetelerindeki tripsin inhibisyon aktivitesi belirlenmis ve varyeteler
arasinda tripsin inhibisyon aktivitesindeki degisimin soya fasulyesi i¢in 43 —
84 TiU/mg protein, fasulye i¢in 17 — 51 TiU/mg protein, nohut igin 15 — 19
TiU/mg protein, mercimek igin 3 — 8 TIU/mg protein ve bakla igin 5 — 10
TIU/mg protein arasinda oldugu kaydedilmistir (Guillamén et al., 2008).

Valdebouze et al. (1980) bezelye ve bakla icin sirasiyla 3 — 11 TiU/

mg Ornek ve 5.6 — 11.8 TIU/ mg 6rnek arasinda degisen sonuglar bildirmistir.

Trugo et al., (1990) Phaseolus vulgaris’ in 10 farkl varyetesinde 71 —

160 TIU/ mg 6rnek arasinda degisen tripsin inhibisyon aktivitesi saptamuistir.

Valdebouze et al. (1980) soya fasulyesinde yaptiklar1 ¢alismada tripsin
inhibisyon aktivitesini 57.2 TIU/mg soya fasulyesi ve 64.8 TIU/ mg yagsiz

soya fasulyesi olarak rapor etmiglerdir.

4.3.1.3 iPE kimotripsin inhibisyon aktivitesi

Orneklerden elde edilen IPE lere ait kimotripsin inhbisyon aktivitesi
mg protein ve kuru madde iizerinden g 6rnek i¢in hesaplanmis ve sirastyla

Cizelge 4.3.1.3 (a) ve Cizelge 4.3.1.3 (b)’ de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3.1.3 (a) Tahil unlar1, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ lerde
saptanan kimotripsin inhibisyon aktivitesi (KIU/mg protein)

Kimotripsin inhibisyon aktivitesi*
IPE (KiU/mg protein)
Un Fermente Hamur Ekmek
Bugday 4.19+0.89 %4 277 +1.04%4 21.56+2.5%4
Cavdar 9.56 +2.24%" 2.02+0.28 >4 17.31 +5.15 A€
KarsikTahilli 2.49+049 >4 1.30+0.66 ~* 493 +1.98 %8
Tam Bugday 2.16£0.29 > * 2.18+0.22%4 1532 +4.39 ™€

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-b) farkli harfler aym satirdaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade

etmektedir.

(A-B) farkli harfler ayni siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu

Cizelge 4.3.1.3 (b) Tahil unlari, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ lerde
saptanan kimotripsin inhibisyon aktivitesi (KiU/g KM &rnek)

Kimotripsin inhibisyon aktivitesi*
(KiU/g KM érnek)

IPE Un Fermente Hamur Ekmek
Bugday 36.46+4.39%" | 3048+9.12%* |3230+5.51%%
Cavdar 72.64+828*B | 2596+630>* |22.82+7.19>4

KarigtkTahilh | 23.88 +5.40*C | 1581 +8.11*% | 6.13+3.27%"
Tam Bugday | 15.88+1.91%°| 20.57+1.76**® | 21.60+6.12**

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-c) farkli harfler ayni1 satirdaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade

etmektedir.

(A-C) farkli harfler ayn1 stitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu
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Bugday unu, fermente hamur ve ekmek &rneklerinden elde edilen IPE
ler arasinda tripsin inhibisyon aktivitesinde oldugu gibi g Ornekteki
kimotripsin inhbisyon aktivitesi i¢in de Onemli bir fark bulunmamaktadir
(p>0.05). Aymi durum tripsin inhibisyon aktivitesi gostermeyen fakat
kimotripsin inhibisyon aktivitesi gosteren tam bugday unu, fermente hamur
ve ekmeklerinden elde edilen IPE’ ler icin de gecerlidir. Cavdar unundan elde
edilen IPE’nin kimotripsin inhibisyon aktivitesi, fermente hamur ve
ekmekten elde edilen IPE’nin kimotripsin inhibisyon aktivitesinden yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Karisiktahilli un ve bu undan elde edilen fermente
hamur ile ekmege ait IPE’ nin kimotripsin inhibisyon aktiviteleri
karsilagtirildiginda ekmegin kimotripsin inhibisyon aktivitesinin diigiik
oldugu, ancak fermente hamurun kimotripsin inhibisyon aktivitesi ile
ekmegin kimotripsin inhibisyon aktivitesi arasindaki farklihigin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Tiim ¢esit ve ornekler i¢in
IPE ler arasinda en yiiksek kimotripsin inhibisyon aktivitesi 72.64 + 8.28
KiU/g érnek ile ¢avdar ununda saptanirken, bu degeri bugday unu (36.46 +
4.39 KiU/g 6rnek) ve bugday ekmegi (32.30 + 5.51 KiU/g 6rnek) IPE’ leri
takip etmistir. Orneklerden elde edilen IPE’ lerin kimotripsin inhibisyon

aktivitesindeki degisim Sekil 4.3.1.3” de gdsterilmistir.

iPE KIMOTRIPSIN INHBISYON AKTIVITESINIDEKi DEGISIMI
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Sekil 4.3.1.3 Tahil unlari, fermente hamur ve ekmeklerden elde edilen IPE’ lerde saptanan
kimotripsin inhibisyon aktiviteleri
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Kimotripsin ~ inhibisyon  aktiviteleri mg  protein  bazinda
degerlendirildiginde en yiiksek inhibisyon aktivitesi ekmeklerde saptanmustir.
Karigik tahilli hari¢ diger ekmek g¢esitleri i¢in elde edilen kimotripsin
inhibisyon aktiviteleri unlar icin elde edilen kimotripsin inhibisyon

aktivitelerinden daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Tam bugday c¢esidi disinda tiim cesitlerin un, fermente hamur ve
ekmek 6rneklerinden elde edilen IPE lerin hem tripsini hem de kimotripsini

inhibe edebilen inhibitor ve/veya inhibitorleri igerdigi sonucu elde edilmistir.

4.3.2 Son protein ekstrakti (SPE)

Hammaddelerden elde edilen IPE’ lere ait protein miktari ile tripsin ve
kimotripsin inhibisyon aktivitesi sonuglarina dayanarak her iki inhibisyon
aktivitesini de goreceli olarak yiiksek seviyede gosteren bugday ekmegi,
cavdar unu ve c¢avdar ekmegi Orneklerinden SPE elde edilmesine karar

verilmistir.

4.3.2.1 SPE protein icerikleri

Bugday ekmegi, cavdar unu ve ¢avdar ekmegi IPE’ lerden elde edilen
SPE’ lere ait protein degerleri Cizelge 4.3.2.1 (a)’da verilmistir. Bugday
ekmegi, ¢avdar unu ve cavdar ekmeginden elde edilen SPE’lerin protein
miktarlarinin birbirinden farkli oldugu ve en yiiksek protein icerigine ¢avdar
ununun sahip oldugu goériilmektedir (p<0.05). Protein igerikleri kuru madde

bazinda hesaplandiginda da benzer sonug elde edilmistir.



50

Cizelge 4.3.2.1(a) Bugday ekmegi, cavdar unu ve gavdar ekmegi IPE’ lerinden elde edilen

SPE’ lere ait protein degerleri

Protein miktari
SPE mg protein/mL SPE mg protein/g KM
ornek
Bugday ekmegi 0.09 +0.00 * 0.56+0.02°
Cavdar unu 0.17 £0.02° 1.02+0.11°
Cavdar ekmegi 0.05+0.01° 0.32+0.08 °

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-c) farkli harfler degerler arasindaki farkin Tukey testi sonucunda p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu
ifade etmektedir.

IPE’den SPE elde etme asamasinda proteinde meydana gelen kayip ise

Cizelge 4.3.2.1(b)’de goriilmektedir.

Cizelge 4.3.2.1 (b) Bugday ekmegi, cavdar unu ve cavdar ekmegi IPE’ lerinden SPE
eldesinde meydana gelen protein kaybi

Protein kaybi
(%) *
Bugday ekmegi 49.0+10.0°
Cavdar unu 84.9+32°
Cavdar ekmegi 67.4+109°

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-c) farkl: harfler degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu ifade etmektedir.

SPE eldesinde IPE lere denatiirasyon (80°C su banyosunda bekletme),
iyonik siddeti arttirarak ve iyonik siddeti azaltarak c¢oktiirme (¢Ozeltiyi
amonyum siilfatla %70 doygun hale getirme, ¢ozelti pH’ sin1 4’e ayarlama ve
cozeltiyi pH 8.0 tampon ¢ozeltisine alma) islemleri uygulanmistir. Uygulanan
bu islemler, SPE’ lerde protein kaybina neden olmasma ragmen pH ve
sicakliga dayanikli proteinlerin elde edilmesi avantajini saglamistir. Sekil

43.2.1 (a)’ dan da goriildiigii iizere SPE eldesinde protein miktar1 IPE’ ye
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gore azalmistir. SPE’ lerde % protein kaybi en yiiksek ¢avdar ununda (% 84.9
+ 3.2) goriilirken, en diisiik protein kaybi % 49.0 = 10.0 ile bugday
ekmeginde saptanmustir. Scarafoni et al., (2008) beyaz aci bakla
tohumlarindan elde ettikleri SPE’ de, IPE’ ye gére % 99°dan fazla protein

kayb1 bildirmislerdir.
SPE ve IPE protein miktari
10
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IPE gavdar PE e gavdar P liee bugday SVPE
vdar .. vdar .. bugday
unu ekmegi . ekmegi 2.
unu ekmegi ekmegi
O protein (mg/g 6rnek) 7.69 1.02 1.55 0.32 1.55 0.56

Sekil 4.3.2.1 (a) Bugday ekmegi, cavdar unu ve ¢avdar ekmegi IPE ve SPE’ lerinin protein
miktarlar1

4.3.2.2 SPE tripsin inhibisyon aktivitesi

Bugday ve cavdar ekmegi IPE’ lerinden elde edilen SPE’ lerde tripsin
inhibisyon aktivitesi saptanmamustir. Bu durum 6rneklere uygulanan protein
¢oktiirme islemleri nedeniyle gergeklesmis olabilir. Cavdar unu IPE’ den elde
edilen SPE’ de ise oldukga yiiksek tripsin inhibisyon aktivitesi (102.37 +
19.08 TiU/mg protein ve 114.11 + 13.21 TIU/g 6rnek) belirlenmistir. SPE
eldesi sirasinda meydana gelen % 84.9° luk protein kaybina ragmen tripsin
inhbisyon aktivitesi IPE’ ye gore artmugtir. Bu artis SPE eldesinden ekstrakte
edilen proteinlerin daha fazla tripsin inhbisyon aktivitesi gostermesi ile

aciklanabilir.
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Cavdar unu SPE’ de belirlenen protein miktar1 Scarafoni et al.,
(2008)’e gore beyaz ac1 bakladan ayn1 yontemle elde edilen SPE’ deki protein
miktarindan (0.91 mg protein/g drnek) daha yiiksek (1.02 + 0.11 mg protein/g
ornek) bulunmustur. Fakat beyaz aci bakla SPE’ nin tripsin inhibisyon
aktivitesi (186 TIU/mg protein) cavdar unu SPE’ den (102.37 + 19.08
TIU/mg protein) daha yiiksektir.

4.3.2.3 SPE kimotripsin inhibisyvon aktivitesi

Bugday ekmegi, cavdar unu ve ¢avdar ekmegi IPE’ lerinden elde
edilen SPE’ lere ait kimotripsin inhbisyon aktivitesi g KM o6rnek ve mg

protein i¢in hesaplanip sonuglar Cizelge 4.3.2.3° de gosterilmistir.

Cizelge 4.3.2.3 Bugday ekmegi, cavdar unu ve ¢avdar ekmegi IPE’ lerinden elde edilen SPE’
lere ait kimotripsin inhbisyon aktivitesi

SPE KiU/mg protein* | KiU/g KM 6rnek *
Bugday Ekmegi | 39.51+1.73 3013+ 1.55°
Cavdar Unu 2230+1.25* 25.19+322%
Cavdar Ekmegi 47.69+7.59° 20.61 +£5.60°

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-b) farkli harfler aymi siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu
gostermektedir

Tripsin inhibisyon aktivitesi gostermeyen bugday ve cavdar ekmegi
SPE’ leri sirastyla 30.13 + 1.55 KiU/g 6rnek ve 20.61 + 5.60 KiU/g 6rnek
olmak tizere kimotripsin inhibisyon aktivitesi gostermislerdir (Sekil 4.3.2.3) .
Bugday ve cavdar ekmeklerinin SPE’ lerinde tripsin inhibisyon aktivitesinin
saptanmamis olmasina kars1 kimotripsin inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi,
proteaz inhibitdrlerinden kimotripsini inhibe etme yetenegine sahip olanlarin
sicaklik ve pH degisimlerine daha dayanikli oldugu seklinde yorumlanabilir.
Ayrica SPE eldesinde uygulanan diyaliz (MASD 3500 Da) ve tampon
degistirme (MASD 3000) islemleri sirasinda tripsini inhibe edebilen ve diisiik
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molekiil agirligina sahip olan inhibitorler uzaklastirilmis olabilir. SPE uzday
ckmegi> SPE cavdar unu V€ SPE cavdar ekmegi” nde saptanan tripsin ve kimotripsin

inhibisyon aktiviteleri Sekil 4.3.2.3” de gosterilmistir.

SPE TRIPSIN VE KiMOTRIiPSIN iNHBISYON AKTIVITESI
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SPE ¢avdar unu SPE ¢avdar ekmegi SPE bugday ekmegi
o TiA 114.11 0 0
B KIA* 25.19 20.61 30.13

*TIA: Trispin inhibisyon aktivitesi, KIA: Kimotripsin inhibisyon aktivitesi

Sekil 4.3.2.3 Bugday ekmegi, cavdar unu ve c¢avdar ekmegi SPE’ lerinin tripsin ve
kimotripsin inhibisyon aktiviteleri

Ee et al., (2007) Acacia victoriae Bentham ile yaptiklart ¢alismada
suda bekletme ve 100°C’ de kaynatma islemlerinin tripsin ve kimotripsin
inhibitorleri lizerine etkisini aragtirmislar ve suda bekletme isleminin tripsin
inhibisyon aktivitesini arttirdigini, kimotripsin inhibisyon aktivitesini ise
azalttigin1 saptamiglardir. Tripsin inhibitdrlerinin kimotripsin inhibitorlerine
gore daha direngli oldugunun belirtildigi ¢alismada kaynatma isleminin her
iki inhibitorii tamamen inaktif hale getirdigi fakat kimotripsin inhbisyon
aktvitesinin tamamen kaybolmadan 10 saniye once yliksek bir artig gosterdigi
kaydedilmistir. Suda bekletme ve kaynatma islemlerinin bir arada

kullanilmasi ise iki inhibitdrii de inaktif hale getirmistir.
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Nohut, mercimek ve fasulye ile yapilan bir calismada nohut ve fasulye
orneklerinde bulunan tripsin ve kimotripsin inhibitorlerinin suda bekletme ile
bir miktar arttigi fakat pisirme ve dehidrasyon iglemlerinin bir arada
kullanilmasinin tripsin inhibitorlerini azalttii, kimotripsin inhibitorlerini ise
tamamen yok ettigi saptanmustir. Ayn1 ¢alismada mercimek orneklerinde

tripsin ve kimotripsin inhibitdrleri saptanmamistir (Cabrejas et al., 2009).

Bugday ekmegi, cavdar unu ve ¢avdar ekmegi IPE ve SPE’ leri igin
tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktiviteleri Sekil 4.3.2.4’de bir arada

gosterilmistir.

SPE ve IPE tripsin ile kimotripsin inhibisyon aktivitesi

. LPl a [0 m

IPE gavdar | SPEgavdar | IPEgavdar | SPEgavdar | IPEbugday | SPEbugday

TiU/g 6rnek ve KiU/g 6rnek
)
o

unu unu ekmegi ekmegi ekmegi ekmegi
o TiA* 122.22 114.11 65.98 0 45.25 0
m KiA* 72.64 2519 22.82 20.61 323 30.13

*TIA: Trispin inhibisyon aktivitesi KIA: Kimotripsin inhibisyon aktivitesi

Sekil 4.3.2. 4 Cavdar unu, cavdar ekmegi ve bugday ekmegi IPE ve SPE’ lerinin tripsin ve
kimotripsin inhibisyon aktiviteleri

Sekilden de goriildiigii gibi hem ¢avdar ekmegi hem de bugday
ekmeginden elde edilen SPE’de tripsin inhibisyon aktivitesi saptanmamis,

SPE cavdar unu V€ SPE cavdar ekmegi Kimotripsin inhibisyon aktiviteleri benzer

bulunmustur.
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4.3.3 Cavdar unundan elde edilen SPE deki proteinlerin
ultrafiltrasyon yontemi ile fraksiyonlara ayrilmasi

SPE protein miktar1 ile tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktiviteleri
gbz Online alindiginda Sekil 4.3.2.1 (a) ve Sekil 4.3.2.4’den de goriildigi
tizere SPE avdar unu protein miktari ile tripsin ve kimotripsin aktivitesi SPEcaydar
ckmegi V€ SPEpugday ckmepi den daha yliksektir. Bu nedenle SPEcavdar unu
kullanilarak  proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ultrafiltrasyon
yontemiyle 3 ayr1 fraksiyona ayrilmasma karar verilmistir. S6z konusu

fraksiyonlar ve bu fraksiyonlara ait MASD bilgileri ise sOyledir;

J F1, MASD 10 000 Da’ dan kii¢iik
o F2, MASD 10 000 ila 20 000 Da aras1
. F3 ise 20 000 Da’ dan biiyiik protein fraksiyonlarini

ifade etmektedir.

Fraksiyonlar arasinda MAg; < 10 000 Da < MAp, <20 000 Da < MAg;
iligkisi bulunmaktadir. Fraksiyonlar icin MASD literatiirdeki verilerden
yararlanilarak belirlenmistir. Bitkilerde dogal olarak bulunan proteaz
inhibitorlerinin molekiil agirliklarinin ¢cogunlukla 8 — 20 kDa arasinda olmak
iizere genelde 4 — 85 kDa arasinda degistigi belirtilmistir (Chaudhary et al.,
2008). Bu nedenle 10 000 Da ve 20 000 Da MASD’ ye sahip ultrafiltrasyon
aparatlarinin  kullanilmasi tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesinin
molekiil agirliklarina gére nasil bir degisim gosterdigini saptamak i¢in uygun
goriilmiistiir. Fraksiyonlara ayirma islemi sonrasinda sadece MA> 20000 Da
olan fraksiyonda (F3) protein saptanmis diger fraksiyonlarda ise

saptanmamustir. F3 fraksiyonunun protein igerigi 0.24 + 0.02 mg protein/mL

F3 ve 0.27 = 0.02 mg protein/gr 6rnek olarak belirlenmistir.

F3 fraksiyonunun tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi Cizelge

4.3.3’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.3.3 F3 fraksiyonunun tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi

SPE avdar Tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi
unu dan . . . .
elde edilen TIU/mg TIU/g KM KIU/mg KIU/g KM
fraksiyon protein* ornek* protein* ornek*
F3 87.39+12.16 | 133.82+17.72 | 6.43+£0.58 | 10.20+1.22

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

F3 fraksiyonunun tripsin inhibisyon aktivitesi kimotripsin inhibisyonu
aktivitesinden daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). F3 fraksiyonunun (MA>
20000 Da) TiU mg/ protein degerinin, 1PEQW1ar unu (15.85 + 3.11 mg/ protein),
IPE cavdar fermente hamura (4.75 £ 1.1.8 mg/protein), IPE cavdar ekmegi (46.02 = 11.89
mg/protein) TiU degerlerinden daha ytiksek ve SPEcavdar unu (102.37 £ 19.8
mg/protein) TIU degeriyle benzer oldugu belirlenmistir. F3 fraksiyonunun
KiUu mg/protein degerinin 1PE¢anar wu (9.56 £ 2.24 mg/protein), IPE cavdar
ekmegi (17.31 £ 5.15 mg/protein), SPEcivdar unu (22.30 + 1.25 mg/protein) ve
SPE avdar ckmegi (47.69 £ 7.59 mg /protein) KiU degerlerinden daha diistik, IPE
cavdar fermente hamuru (2.02 £ 0.28 mg/protein) Kiu degerinden daha yiiksek oldgu
saptanmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢avdar ununda tripsin ve/veya
kimotripsin inhibisyon aktivitesi gdsteren proteaz inhibitér ve/veya inhibitor
gruplarinin - molekiil agirliklarmin 20 000 Da’ dan biyiikk oldugu
sOylenilebilir. S6z konusu inhibitdor ve/veya inhibitér grubunun SPE
eldesinden sonra aktivitesini siirdiiriiyor olmast da sicaklik ve pH

degisimlerine kars1 dayanikli oldugunu gostermektedir.

4.3.4 In vitro sindirim isleminin bugday ve cavdar ekmeginin tripsin

inhibisyon aktivitesi iizerine etkisi

In vitro sindirim islemi icin bugday ekmegi ve cavdar ekmegi
orneklerine 6nce mide sindirimi daha sonra mide sindirimi uygulanmig
orneklere bagirsak sindirimi uygulanmistir. Mide sindirimi sonunda elde
edilen 6rneklerin tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi belirlenmeden

once sindirim enzimlerinin uzaklastirilmas1 amacityla MASD 20 000 Da olan
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ultrafiltrasyon aparatlar1 kullanilmistir. Bagirsak sindirimi sonunda elde
edilen diyalizat hacmi 8.5 mL olarak belirlenmistir. Elde edilen 6rneklerin
protein igerikleri ile tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktiviteleri belirlenmis

ve sonuglar sirasiyla Cizelge 4.3.4.1 ve Cizelge 4.3.4.2° de gosterilmistir.

Cizelge 4.3.4.1 Bugday ve cavdar ekmekleri mide ve bagirsak diyalizatlar1 protein icerikleri

Diyalizat Protein (mg/mL Protein (mg/toplam
diyalizat)* diyalizat hacmi)*
Bugday ekmegi mide 0.025 +0.005" 0.37 +0.07"
diyalizati
Bugday ekmegi 0.027 +0.006 * 0.21+0.05°
bagirsak diyalizati
Cavdar ekmegi mide 0.015 +0.001 ° 0.22 +0.02°
diyalizati
Cavdar ekmegi 0.006 +0.002 © 0.05+0.01°
bagirsak diyalizati

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-b) farkli harfler ayni siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde Snemli oldugunu
gostermektedir

Cizelge 4.3.4.2 Bugday ve ¢avdar ekmekleri mide ve bagirsak diyalizatlar1 tripsin ve
kimotripsin inhibisyon aktiviteleri

Diyalizat TiU/mL diyalizat* KiU/mL diyalizat*
Bugday ekmegi mide 5.91+0.87*" 2.12+0.70 **
diyalizati
b,B b,A
Bugday ekmegi 9.17 +2.15 3.78 +0.45
bagirsak diyalizati
b, A
Cavdar ekmegi mide ) 416+ 1.16
diyalizati
Cavdar ekmegi 3.73 £2.14%" 2.46+0.14 4

bagirsak diyalizati

* Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

(a-b) farkli harfler ayn1 siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu
gostermektedir
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(A-B) farkli harfler ayni siitundaki degerler arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugunu

Elde edilen veriler goz oniine alindiginda bugday ekmegi ve cavdar
ekmegi i¢in in vitro sindirim sonrasinda tripsin ve kimotripsin inhibisyon

aktivitelerinin mL mide ve bagirsak hacmindeki degisimi farklidir.

Bugday ekmeginde in vitro sindirimi sonunda bagirsak diyalizatinda
hem tripsin hem de kimotripsin inhibisyon aktivitesi i¢in mL diyalizatta artig
gozlenirken c¢avdar ekmeginde in vitro sindirim sonunda bagirsak
diyalizatinda saptanan kimotripsin inhibisyon aktivitesi (2.46 = 0.14 KiU/mL
bagirsak diyalizat)) mide diyalizatindakine (4.16 + 1.16 KIU/mL mide
diyalizat1) gore disiiktiir (p<0.05).

Proteaz inhibitdrlerinin proteazlarla olan etkilesimlerinin pH ya
baghlik gosterdigi ve ndtr pH da kuvvetli olan bu etkilesimin pH ndétrden
3.0’e dogru diistiikce hizla azaldig: belirtilmistir (Hudson, 1982). Bu durum
bugday ekmegi tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesinde bagirsak
sindirim sonundaki artis1 ve cavdar Ornegi mide diyalizatinda tripsin
inhibisyon aktivitesi olmamasina karsin bagirsak diyalizatinda saptanmasini
desteklemektedir. Asidik kosullarda gerceklestirilen mide sindirimi sirasinda
goreceli olarak diisiik aktivite gdsteren veya gdstermeyen inhibitdrler bazik
kosullarda gerceklestirilen bagirsak sindiriminde aktivitelerini ortam kosullari

sayesinde arttirmis olabilirler.

Pirin¢ kepeginden elde edilen tripsin inhibitoriine pepsin ve pepsin ile
pankreatin bir arada kullanilaak uygulanan in vitro sindirimde ortama protein
kaynagi olarak sigir serum albiimini eklenmesinin etkisi incelenmis ve
ortamda sigir serum albiiminin bulunmasinin pepsin ile uygulanan sindirim
sonrasinda tripsin inhibisyon aktivitesini énemli 6l¢lide korudugu buna karsin
ortamda albiimin bulunmadiginda tripsin inhibisyon aktivitesinin azaldigi
kaydedilmistir. Diyetle birlikte alinan bir proteinle beraber tripsin inhibisyon
aktivitesinin  gastrointestinal sindirimde korunabilecegi vurgulanmigtir

(Tashiro and Tkegami, 1996 ).

Tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi lizerine fermantasyon ve

pisirmenin etkisi orneklerden elde edilen IPE’ lere ait sonuglar iizerinden


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tashiro%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ikegami%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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yorumlanmistir. Ciinkii SPE’ lerde s6z konusu aktiviteler iizerinde SPE

eldesinde uygulanan islemlerin de etkisi bulunmaktadir. Caligmada kullanilan

her bir ¢esit i¢in fermantasyonun etkisi [PEy, ve TPEfermente hamur, pisirmenin

etkisi IPEfemente hamur V€ IPEekmek, fermantasyon ve pisirmenin birlikte etkisi

IPE,, ve IPEckmek tripsin ve/veya kimotripsin inhibisyon sonuglar istatistiksel

farkliliklarina gore kiyaslanarak Cizelge 4.3.4.3” de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3.4.3 Fermantasyon, pisirme ve ikisinin ortak etkisinin tripsin ve kimotripsin
inhibisyon aktivitesi iizerine etkisi

ETKIi Fermantasyon Pisirme Fermantasyon ve
iPE Pisirme
Tripsin Bugday cesidi i¢in | Cavdar ve bugday | Cavdar ve karisik
inhibisyon fark 6nemsiz, cesidi icin fark tahilli ¢esidi i¢in
aktivitesindeki cavdar, karisik Oonemsiz, karisik azalma (p<0.05),
degisim (TTU/g tahilli ve tam tahill ¢esidi igin Bugday i¢in fark
KM o6rnek) bugday cesitleri azalma (p<0.05) Oonemsiz
i¢in azalma
(p<0.05)
Kimotripsin Bugday, cavdar ve | Tim gesitler icin | Cavdar ve karigik
inhibisyon karisik tahilli fark 6nemsiz tahill1 ¢esidi i¢in
aktivitesindeki gesitleri igin (p>0.05) azalma (p<0.05);
degisim (KiU/g azalma (p<0.05), bugday ve tam
KM ornek) tam bugday ¢esidi bugday cesidi icin

i¢cin fark onemsiz

fark 6nemsiz

Cizelge 4.3.4.3” ten goriildiigl gibi bugday c¢esidi hari¢ fermantasyon,

tiim ¢esitler i¢in tripsin inhibisyon aktivitesini azaltan etkiye neden olurken

pisirme sadece karigik tahilli ekmek cesitlerinde tripsin inhibisyon aktivitesini

azaltan etkiye sahiptir. Fermantasyon ve pisirmenin ortak etkisi ise karigik

tahilli ve c¢avdar ¢esitleri i¢in tripsin inhibisyon aktivitesinin azalmasina

neden olmustur. Bu yorumdan yola ¢ikarak karigik tahilli ¢esidi igin
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fermantasyon ve pisirmenin; cavdar ¢esidi i¢in fermantasyonun tripsin
inhibisyon aktivitesi tlizerine etkili oldugu ¢ikarimi yapilabilir. Kimotripsin
inhibisyon aktivitesindeki degisim ile ilgili olarak fermantasyonun bugday ve
tam bugday cesitleri hari¢ tiim cesitler i¢in azaltic1 etkisi varken pisirmenin
hicbir gesit lizerinde tripsin inhibisyon aktivitesini 6nemli derecede degistiren
bir etkisi saptanmamistir. Fermantasyon ve pisirmenin ortak etkisi ise
karigiktahilli ve c¢avdar igin kimotripsin inhibisyon aktivitesinde azaltici
etkiye neden olurken bugday ve tam bugday i¢in olusan fark Onemsizdir.
Dikkat ¢ekici olarak fermantasyon, pisirme ve ikisinin ortak etkisinin tam
bugday kimotripsin inhibisyon aktivitesin iizerine etkisinin dnemsiz oldugu
sOylenebilir. Benzer sekilde s6z konusu islemlerin bugday ¢esidinde tripsin ve

kimtoripsin inhibisyon aktivitesi iizerine bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Son 20 yildir saghk {izerine olumlu etkileri arastirilan proteaz
inhbitorleri  (Champ  2002) dogal  biyoaktif  bilesikler  olarak
degerlendirilmekte  (Hill, 2004) ve antikarsinojenik ajan olarak
kullanilabilecekleri vurgulanmaktadir (Clemente et al., 2004). Proteaz
inhibtorlerinin proteinlerin  sindirilirligini azaltici etkisi gibi olumsuz
etkilerinin veya karsinojeni baskilama gibi saglik lizerine olumlu etkilerinin

sindirilen miktara bagli oldugu bildirilmistir (Guillamén et al., 2008).

Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan proteaz inhibitorlerinin
kaynaklariin arastirilmasi, gidalardaki proteaz inhibitdrlerinin aktivitelerinin
belirlenmesi, gidalardan alinan proteaz inhibitérlerinin konsantrasyonu ve
toplumda kanser goriilme sikligr arasindaki iliskinin saptanmasi, hayvanlar
lizerinde proteaz inhibitorlerinin  etkinliginin  belirlenmesi, proteaz
inhibitorlerinin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi onerilmektedir (Losso,

2008).
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5. SONUC

Bitkisel gidalar depo proteinlerinden farkli olarak bazi spesifik
fonksiyonlarda gorev alan ¢esitli biyoaktif polipeptitler igermektedirler. Bu
bilesikler arasinda enzim inhibitorleri, lektinler ve ribozom inaktive eden
proteinler bulunmaktadir. Enzim inhibitorleri smifi, amilaz ve proteaz

inhibitorlerini i¢eren farkli protein ¢esitlerinden olugmaktadir (Losso, 2008).

Calismada 4 farkli tahil unu c¢esidi, bu unlardan {iretilen fermente
ekmek hamurlar1 ve ekmeklerden iki ayr1 asama olmak {izere protein
ekstraksiyonu gerceklestirilip ekstraktlarin tripsin ve kimotripsin inhibisyon
aktiviteleri ve inhibisyon aktivitesinin fermantasyon, pisirme ve in vitro

sindirimden nasil etkilendigi belirlenmistir.

Tiim cesitler icin &rneklerden elde edilen IPE’ ler arasinda g KM
ornek bazinda en yiiksek protein miktar1 fermente hamurlarda saptanmus,
bunu un ve ekmekler takip etmistir. Buna karsmn IPE tripsin ve kimotripsin
inhibisyon aktivitesi i¢in ayni siralamanin gecerli olmadigi belirlenmistir.
Bugday unu, hamur ve ekmekleri arasinda TIU/g KM 6rnek igin 6nemli bir
fark bulunmazken, kanigiktahilli cesitte TIU/g KM degerleri arasinda un >
fermente hamur > ekmek siralamasi saptanmistir. Cavdar ¢esidi IPE’ lerinde
ise IPEQanar unu €N yiiksek tripsin inhibisyon aktivitesine sahipken (122.22 +
30.02 TIU/g KM) IPEcudar fermente hamu’ UN tripsin inhibisyon aktivitesi

yaklagik olarak % 50.3 oraninda azalmistir.

IPE(;Mar fermente hamuru V€ IPEQanar ckmek arasinda tripsin inhibisyon
aktivitesi acisindan bir fark saptanmamistir. Ayni ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktlarda saptanan bu sonuglar ayni familyaya ait olsalar da
farkli tahillardaki proteinlerin tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktiviteleri
acisindan farklilik oldugunu gdstermistir. Ayrica tam bugday cesidi disinda
tiim cesitlerin un, fermente hamur ve ekmek orneklerinden elde edilen IPE
lerin hem tripsini hem de kimotripsini inhibe edebilen inhibitér ve/veya

inhibitorleri icerdigi sonucu elde edilmistir.
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IPE’ ler icin kimotripsin inhibisyon aktiviteleri mg protein bazinda
degerlendirildiginde en yiiksek inhibisyon aktivitesi ekmeklerde saptanmistir

(p<0.05).

Tiim cesit ve Ornekler icin kuru madde 6rnek miktarinda IPE ler
arasinda en yiiksek kimotripsin inhibisyon aktivitesi 72.64 + 8.28 KiU/g ile
cavdar ununda saptanirken, bu degeri bugday unu (36.46 + 4.39 KiU/g) ve
bugday ekmegi (32.30 + 5.51 KiU/g) IPE’ leri takip etmistir.

Bugday ve ¢avdar ekmegi IPE’ lerinden elde edilen SPE’ lerde tripsin
inhibisyon aktivitesi saptanmamistir. Bu durum 6rneklere uygulanan protein
¢oktiirme islemleri nedeniyle gergeklesmis olabilir. Cavdar unu IPE’ den elde
edilen SPE’ de ise oldukga yiiksek tripsin inhibisyon aktivitesi (102.37 +
19.08 TIU/mg protein ve 114.11 + 13.21 TiU/g 6rnek) belirlenmistir. SPE
eldesi sirasinda meydana gelen % 84.9° luk protein kaybina ragmen tripsin
inhbisyon aktivitesi IPE’ ye gore artmugtir. Bu artis SPE eldesinden ekstrakte
edilen proteinlerin daha fazla tripsin inhbisyon aktivitesi gostermesi ile

aciklanabilir.

Tripsin inhibisyon aktivitesi gostermeyen bugday ve cavdar ekmegi
SPE’ leri sirastyla 30.13 + 1.55 KiU/g 6rnek ve 20.61 + 5.60 KiU/g 6rnek

olmak iizere kimotripsin inhibisyon aktivitesi gostermislerdir

Bugday ve cavdar ekmeklerinin SPE’ lerinde tripsin inhibisyon
aktivitesinin ~ saptanmamigs olmasmna karsin  kimotripsin  inhibisyon
aktivitesinin belirlenmesi, proteaz inhibitdrlerinden kimotripsini inhibe etme
yetenegine sahip olanlarin sicaklik ve pH degisimlerine daha dayanikli oldugu
seklinde yorumlanabilir. Ayrica SPE eldesinde uygulanan diyaliz (MASD
3500 Da) ve tampon degistirme (MASD 3000) islemleri sirasinda tripsini
inhibe edebilen ve diisiik molekiil agirligina sahip olan inhibitorler

uzaklastirilmis olabilir.

SPEcavdar wnu'ndan elde edilen ve molekiil agirligt 20 000 Da’ dan
biliyiik olan F3 fraksiyonunun tripsin inhibisyon aktivitesi 133.82 + 17.72
TiU/g KM &rnek ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi 10.20 + 1.22 KIU/g KM

ornek olarak saptanmistir. Bu sonuglara dayanarak ¢avdar ununda tripsin
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ve/veya kimotripsin inhibisyon aktivitesi gosteren proteaz inhibitér ve/veya
inhbitér gruplarinin molekiil agirliklarinin 20 000 Da’ dan biiyiik oldugu
sOylenebilir. S6z konusu inhibitdr ve/veya inhibitor grubunun SPE eldesinden
sonra aktivitesini siirdiirliyor olmas1 da sicaklik ve pH degisimlerine karsi

dayanikli oldugunu gostermektedir.

Bugday ekmeginde in vitro sindirimi sonunda mide diyalizatina gore
bagirsak diyalizatinda hem tripsin hem de kimotripsin inhibisyon aktivitesi
icin gozlenirken cavdar ekmeginde in vitro sindirim sonunda bagirsak
diyalizatinda saptanan kimotripsin inhibisyon aktivitesi (2.46 + 0.14 KIU/mL
bagirsak diyalizati) mide diyalizatindakine (4.16 + 1.16 KIU/mL mide
diyalizat1) gore daha diisiik olarak saptanmistir (p<<0.05).

Calismada kullanilan ekmeklerin bir dilimlerinin (25 g) sindirime
ugramadan Onceki tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesini
degerlendirmek amaciyla IPE i¢in g kuru maddede belitrlenen inhibisyon
aktivitesi degerlerinden TIU ve KiU hesaplandiginda bugday, cavdar ve
karisik tahilli ekmeklerinin bir dilimlerinin sirastyla 750 + 244 TiU, 1036 +
406 TIU ve 479.0 £ 151 TIU tripsin inhibisyon aktivitesi gosterdikleri
belirlenmistir. Bir dilim bugday, cavdar, karisgtk tahilli ve tam bugday
ekmeginin sindirime ugramadan 6nceki kimotripsin inhibisyon aktivitesi ise
sirastyla 535 + 91 KIU, 359 + 113 KIU, 101 + 53 KIU ve 348 + 99 KiU
olarak hesaplanmistir. Bugday ve ¢avdar ekmeklerinin bir diliminin in vitro
sindirim sonrast tripsin ve kimotripsin inhibisyon aktivitesi bagirsak
diyalizatlar1  i¢in  belirlenen  inhibisyon iinitesi/mL  degerlerinden
hesaplandiginda, bugday ve c¢avdar ekmeginde in vitro sindirim sonrasi
saptanan tripsin inhibisyon aktivitesi sirasiyla 780 + 183 TiU ve 317 + 182
TIU, kimotripsin inhibisyon aktivitesi ise sirastyla 321 + 38 KiU ve 209 + 12
KIU olarak bulunmustur. Bir dilim bugday ekmegi icin in vitro sindirim
oncesi ve sonrasinda belirlenen tripsin inhibisyon aktivitesi degerleri arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmazken (p>0.05), cavdar ekmegindeki tripsin
inhibisyon aktivitesinin in vitro sindirim sonrasi azaldii saptanmigtir
(p<0.05). Hem bugday hem de cavdar ekmegindeki kimotripsin inhibisyon

aktivitesinin ise in vitro sindirim sonrasinda azaldigi belirlenmistir (p<0.05).
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Bir dilim bugday ve cavdar ekmeginin kimotripsin inhibisyon aktivitesinin
Kennedy (1998) tarafindan potansiyel antikarsinojenik etki ic¢in Onerilen

giinliik 30 KiU alim degerinin ¢cok daha iizerinde oldugu gériilmektedir.

Elde edilen verilerden c¢avdar ve bugday ekmeklerinin giinliik
beslenme modeli igerisinde kararinda tiiketimlerinin saglik {izerine olumlu

etki saglayabilecegi 6ngoriilebilir.

Calismadan elde edilen sonuglarin proteaz inhibitorlerinin gida
kaynaklarinin arastirilmasi, mevcut tripsin ve/veya kimotripsin inhibisyon
aktivitesi lizerine, fermantasyon, pisirme ve in vitro sindirimin etkisinin
belirlenmesi acisindan literatiire katki saglayacak ve gelecek ¢aligmalara 151k

tutacak nitelikte oldugu diisiiniilmektedir.
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6. ONERILER
Konuyla ilgili olarak gelecekte yapilacak ¢alismalarda,

e [Inhibitdrlerin uygun kromatografik yoéntemle saflastirilmasi ve
karekterizasyonu, molekiil agirliklarinin belirlenmesi

e Aminoasit sekans analizinin yapilmas1 onerilebilir.
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EK 1. Beklenen doygunluk %’sine ulagsmak icin gerekli olan
amonyum siilfat miktarlar cizelgesi (Roe, 2001)

Final concentratlon of ammonlum sulfate, % saturatlon at 0°C
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 TO 75 80 BE 90 95 100

Initial concentration of ammonium sulfate
g solld ammonium suifate to add to 100 ml of solution

H"m?mewewrﬂa%2%5%1%6M4M2m3m3m7m1%9m?

5 80 109 139 163 200 232 266 300 336373 411450 491 533 578 5246?'1
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20 0 2'.’ 56 841151451?'72102442803163543’924334?6519565

25 0 2? 5? 35 11?148182214243284321360401442435529
30 0 28 57 87 1191501&421?253289328357408451495
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40 0 29 59 90 122155190225262300340381424

45 0 29 6.0 91 12515819322925?30634?388
50 Cl 30 61 9312716119?2332?2312353

55 R 0 30 62 94 129 1'53 20() 233 2?7 31?
60 0 31 63 9.6 131 16.6 20.4 24.2 28.3

65 0 31 64 9.813.417.0208 247
2 T 0 32 66100136173 21.2
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EK 2. Bradford Kalibrasyon Grafigi

Absorbans

Bradford Kalibrasyon Grafigi

5 10 15 20

Konsantrasyon (pg/mL)
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