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OZET

Bazi Kurubaklagillerden Elde Edilen Protein Ekstraktlar: ve
Fraksiyonlarinin ADE Inhibisyon Aktiviteleri: Isil islem ve in vitro
Sindirilirligin Etkisi

AKILLIOGLU, Halise Giil

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Bolimii
Tez Danmismani: Prof. Dr. Sibel KARAKAYA
Subat, 2009, 104 sayfa

Bu ¢alismada kuru fasulye, kuru barbunya ve yesil mercimegin
potansiyel Anjiotensin Doniistiiriici Enzim (ADE) inhibisyonu etkileri
belirlenmis ve bu etkinin in vitro sindirim sonrasinda devam edip
etmedigi arastirilmistir. Kurubaklagillerin Pronase E ile hidrolizinden
sonra ultrafiltrasyonla elde edilen fraksiyonlarinin énemli derecede ADE
inhibisyonu aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen fraksiyonlarin
ICso degerlerinin 43.66+0.40 ile 106.54+15.21 pg/mL arasinda degistigi
saptanmistir. Molekiil agirligi 5000 Da’ dan biiyiik olan fraksiyonun her
ti¢ kurubaklagil i¢in de en fazla ADE inhibisyonu aktivitesi gosteren
fraksiyon oldugu (p<0.05) belirlenmistir. 30 dakikalik 1s1l islemin
barbunya ve mercimegin ADE inhibisyonu aktivitesinde azalmaya yol
actigr (p<0.05); ancak 50 dakikalik 1si1l islemin ADE inhibitorii
peptitlerin agiga ¢ikmasi acisindan {i¢ kurubaklagil i¢in de yararli oldugu
belirlenmistir. /n  vitro sindirim isleminin kurubaklagillerin ADE
inhibisyonu aktivitesini arttirdigi saptanmistir (p<<0.05). 50 dakikalik 1s1l

islemi takiben uygulanan in vitro sindirim sonrasinda elde edilen



barbunya mide diyalizatinin %ADE inhibisyonunun mercimekten elde
edilen degerden yiiksek oldugu (p<0.05) ancak fasulye ile benzer oldugu
(p>0.05); ince bagirsak diyalizatlarinda ise 6rnekler arasinda istatistiksel
acidan fark olmadig belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: ADE inhibisyonu aktivitesi, kuru fasulye,

kuru barbunya, yesil mercimek, 1s1l islem, in vitro sindirim, enzimatik
hidroliz.
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ABSTRACT

ACE Inhibitory Activity Of Protein Extracts and Fractions Obtained
From Some Legume Species: Effects Of Heat Processing and in vitro
Digestion

AKILIOGLU, Halise Giil

Master Thesis in Food Engineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Sibel KARAKAYA
February, 2009, 104 pages

In this research potential Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
inhibitory activity of common dry beans, red colored kidney beans and
lentils were determined and stability of the ACE inhibitory activity after
in vitro digestion was investigated. The ultrafiltration fractions obtained
following Pronase E digestion showed significant amount of ACE
inhibitory activity. It was found that the fractions had 1Csy values
changing from 43.66+0.40 to 106.54+£15.21 pg/mL. The most potent
inhibitory activity was obtained for the fraction that has molecular weight
over 5000 Da (p<0.05) for each legume species. 30-min heat process
resulted in a decrease in ACE inhibitory activity of red colored kidney
beans and lentils; however, 50-min heat process was observed to be
beneficial for the release of ACE inhibitory peptides from the three
legume species (p<0.05). In vitro digestion process increased ACE
inhibitory activity of the samples (p<0.05). ACE inhibitory activity of
dialysate obtained from in vitro gastric digestion of red colored kidney
beans obtained after in vitro digestion following 50-min heat process was



higher than the dialysate of lentils obtained from gastric digestion, but
similar with the dialysate of common beans.. However, the dialysates
obtained from in vitro intestine digestion showed similar ADE%
inhibitory activity (p>0.05).

Key words: ACE inhibitory activity, common dry beans, red
colored kidney beans, lentils, heat process, in vitro digestion, enzymatic
hydrolysis.
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1. GIiRiS

Baklagiller genellikle ¢esitleri bakimindan bolgesel iiriinler
olmakla birlikte diinyada, tahillardan sonra en fazla tarimi yapilan
riinlerdir (de Almeida Costa et al., 2006; Duranti, 2006; Vijayakumari et
al., 2007). Tim diinyada insan beslenmesinde Onemli yer tutan
baklagiller, uzun yillardan beri diinya mutfaginda farkli ¢esitleriyle yerini

korumaktadir.

Genel olarak baklagiller kompleks karbonhidrat, protein ve diyet
lifi kaynagidir. Ayrica vitamin, karotenoidler ve fenolik bilesikler gibi
besin 6gesi olan ve olmayan bilesenleri icerirler. Karbonhidrat igerikleri
%3535 ile %60 arasinda, protein igerikleri %17 ile %40 arasinda degisir (de
Almeida Costa et al., 2006; Duranti, 2006; Osorio-Diaz et al., 2002).
Proteinin biiyiik kismi1 depo proteinleridir. Depo proteinlerinin de ¢ogunu

globulinler olusturmaktadir (Scarafoni et al., 2007).

Ureticilerin ‘fakirin eti’ tabiriyle adlandirdigi baklagiller, bir
baglamda hayvansal kaynakli proteinlere alternatif olarak da
degerlendirilmektedir (Adebowale et al., 2007). Artan diinya niifusu ve
gida kaynaklarinin yetersiz kalmasi, 6zellikle gelismekte olan tilkelerde
protein yetersizligine bagli saglik sorunlarini beraberinde getirmistir.
Baklagillerin protein kaynagi olarak ele alinmasindaki asil neden bu
durumdur.

Bitkisel protein kaynaklarmin gida sistemlerinde bilesen olarak
degerlendirilmesi konusuna artan bir ilgi vardir. Gelismis iilkelerde
bitkisel proteinler zorunlu besin &gesinden ziyade cesitli fonksiyonel
bilesen ya da biyoaktif bilesen olarak kabul edilmektedir. Baklagil



proteinleri de, bu c¢ergevede yapilan arastirmalarda Onemli yer
tutmaktadir (Adebowale et al., 2007).

Kuru baklagillerin lipid hemostazi kontrolii, hipokolesterolemik
etki, glisemik kontrol, antikarsinojen etki (proteaz inhibitérleri ve
lektinlerin etkisi), obezite ve diyabet lizerinde terapétik etkileri (a-amilaz
ve protein inhibitorlerinin etkisi) gibi saglik faydalar1 deneysel,
epidemiyolojik ve klinik ¢alismalarda ortaya konmustur (Duenas et al.,
2006; Duranti, 2006; Xu & Chang, 2008). Adebamowo et al., (2005),
fasulye ve mercimek tiiketimiyle meme kanseri riski arasinda negatif
yonlii  bir iliski oldugunu bildirmistir. Multietnik vaka kontrol
(Multiethnic case control) c¢alismasinda soya fasulyesi disindaki
baklagillerin prostat kanserine kars1 koruyucu etkisi oldugu saptanmistir
(Kolonel et al., 2000). Soya fasulyesi (Wu and Ding, 2002), mung
fasulyesi (Li et al., 2005), nohut (Yust et al., 2003) ve bezelyede
(Vermeirssen et al., 2004; 2005) antihipertansif etki gosteren peptitlerin
varligi tespit edilmis ve hayvan denemeleriyle bu peptitlerin
antihipertansif etkileri kanitlanmigtir.

Bugiin hipertansiyon, diinya popiilasyonunun yaklagik Y4’ini
etkileyen ve kardiyovaskular hastaliklar ve iliskili komplikasyonlar i¢in
baslica, ancak kontrol edilebilen bir risk faktorii olarak karsimiza
cikmaktadir. Bir dipeptil karboksipeptidaz olan anjiotensin I doniistiiriicii
enzimi (ADE), anjiotensin I’in (dekapeptit) potansiyel vazokonstriiktor
anjiotensin II’ye (oktapeptit) doniisiimiinii katalizleyen ve memelilerde
kan basinci ile s1v1 ve tuz dengesini diizenleyen bir enzimdir. Bu enzimin
aktivitesini azaltarak kan basici seviyesinin diizenlenmesinde rol
oynayan bilesenler ADE inhibitorii olarak adlandirilmaktadir. Eksojen

kaynakli ADE inhibitorii ilk olarak yilan zehirinden izole edilmistir.



Daha sonra siit, balik ve et kaynakli olmak iizere bir ¢ok gidadan izole
edilmislerdir (Hartmann and Meisel, 2007).

Kurubaklagiller, protein bakimindan zengin olan gida gruplar
arasinda et, siit ve yumurtadan sonra yer almaktadir. ADE inhibitori
peptitlerin varligi ve ADE inhibisyon aktiviteleri ile ilgili olarak et, balik,
siit ve yumurtanin materyal olarak kullanildig1 arastirmalar yapilmistir
(Hong et al., 2008). Ancak kurubaklagillerin potansiyel biyoaktif peptit
icerikleri ile ilgili yapilmis g¢alismalar sinirhidir. Tarim ve Koyisleri
Bakanligi’nin iiretim istatistiklerine gore 2003 yilinda yaklasik 500.000
ton civarinda kuru fasulye ve mercimek {iretilmistir. Tiirk halkinin
beslenme modelinde kurubaklagiller 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle
kurubaklagil proteinlerinin potansiyel ADE inhibitorii etkilerinin
belirlenmesi ve bu etkinin in vitro sindirim sonrasinda devam edip

etmediginin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir.

Bu c¢alismada birinci asama olarak bazi kuru baklagillerden elde
edilen protein ekstraktlarinin ve protein fraksiyonlarmm ADE inhibisyon
etkilerinin arastirilmas1 hedeflenmistir. Ikinci asamada ise 1s1l islem
uygulamasi ve in vitro sindirimi takiben ADE inhibisyon etkisindeki
olasi1 farkliliklarin ortaya konmasi amaglanmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Beslenme-Saghk liskisi

Beslenme, insanligin baglangicindan bu yana 6nemini korumus ve
hatta insanligin gelisimine paralel olarak Onemi artmigtir. ESKi
zamanlarda beslenme, avlanabilen hayvanlar ve dogadaki yabani
meyveler ile smirliyken tarimin baglamasiyla birlikte beslenmede
cesitlilik artmistir. Endiistrilesmeyle beraber ise gida tiriinlerindeki artisla
insanlara genis bir yelpaze sunulmustur. Beslenme ilk caglarda sadece
karin doyurmadan ibaret gibi goziikse de aslinda saglikla olan iliskisi her
zaman icin ilgi cekici olmustur. MO 460-377 yillarinda yasamis olan
Hipokrat’ in su sozleri konunun oneminin ¢ok eski zamanlardan beri
farkinda olundugunun gostergesidir: ‘Saglikli olmak insanin yapisini
(genetik) ve gesitli gidalarin giiciinii bilmeyi gerektirir. Ancak yalnizca
yemek yemegi kontrol etmek yeterli degildir. Ayn1 zamanda sagligi
olumlu etkiledigi bilinen egzersiz de uygulanmalidir. Gida aliminda veya
egzersizde herhangi bir yetersizlik olursa hastalik kaginilmazdir’.

Gilinlimiizde gida, beslenme ve saglik iliskisi lizerinde en yogun
caligmalarin  yapildig1 arastirma alanlarinin  basinda gelmektedir.
Ozellikle 20. yiizyilin sonlarinda fonksiyonel gida biliminin gelismesi ve
fonksiyonel gidalarin pazarda yiiksek katma deger yaratan prestijli
tiriinler olarak yer almasi, gida sanayinin bu tiir Uriinler iiretmesine ve
yeni Uiriin gelistirme stratejilerinde fonksiyonel gidalara 6nemli miktarda

blitce ayirmalarina neden olmustur.



2.1.1. Fonksiyonel gidalar

Fonksiyonel gidalar, terim olarak diinyaca benimsenmis tam
karsilig1 bulunmamakla birlikte yaygin olarak ‘beslenme agisindan yeterli
olmanin yani sira, viicutta bir veya birden fazla hedef fonksiyon iizerine,
iyi olma halinin gii¢lendirilmesi ve/veya hastalik riskinin azaltilmasi gibi,
olumlu etkiler saglayan gida’ olarak tanimlanmaktadir (Bech-Larsen and
Grunert, 2003; Urala and Lahteenméki, 2004; Patch et al., 2005; Howlet,
2008). Fonksiyonel gidalar1 konvansiyonel gidalardan ayiran en 6nemli
ozellik, belirli bir bilesenin tamimlanmis olan fizyolojik etkiyle direkt
olarak baglantili olmasidir (Urala and Lé&hteenmiki, 2004). Bu bilesen
fonksiyonel bilesen olarak adlandirilir. Gidalarda bulunan fenolik
bilesikler, likopen, ®-3 yag asidi, diyet lifi, biyoaktif peptitler birer
fonksiyonel bilesendirler. Fenolik bilesiklerin reaktif oksijen tiirlerinin
tetikledigi dejeneratif hastaliklara karsi koruyucu etkisi oldugu (Jung et
al, 2008), likopenin ozellikle prostat kanseri riskini azaltici etkisi oldugu
(Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2005), ®-3 yag asidinin trigliserit
seviyesinde ve kan basinci seviyesinde azalmaya yardimci oldugu
(Mandel et al, 2005), diyet lifinin kan kolesterol seviyesinde azalmaya
yardimct oldugu ve antihipertansif etkiye sahip oldugu (Whelton et al,
2005), biyoaktif peptitlerin basta kardiyovaskiiler sisteme olmak iizere
pek cok faydasi oldugu (Kitts and Weiler, 2003; Korhonen and Pihlanto,
2006; Erdmann et al, 2008) belirtilmistir.



2.2. Hipertansiyon

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kronik hastaliklar1 uzun dénemli ve
genellikle yavas ilerleyen hastaliklar olarak tanimlamistir. WHO’ nun
verilerine gore kalp-damar hastaliklari, kanser, kronik solunum
hastaliklar1 ve diyabet gibi kronik hastaliklar baslica 6liim nedenleri
arasinda yer almakta ve tiim oliimlerin % 60’1n1 olusturmaktadir. 2005
yilinda kronik hastaliklardan 6len 35 milyon insanin yarisinin 70 yasin
altindaki kisilerden olustugu belirtilmektedir
(http://www.who.int/topics/chronic_diseases/en/).

TC Saglik Bakanlhigi Tedavi Hizmetleri Genel Miidiirligii’nce
hazirlanan 16 Subat 2006 tarihli ‘Kronik Hastaliklar Raporu’na gore,
tilkemizde yaklasik 22 milyon kisinin kronik hastaliklarin etkisi altinda
yasadig1 belirtilmektedir. Raporda, kronik hastaliklar grubunda yer alan
kalp-damar hastaliklari, hipertansiyon, diyabet ve kronik obstriiktif
akciger hastaliginin (KOAH) en 6nemli risk faktorlerinin; sigara ve alkol
kullanimi, sagliksiz beslenme, stres ve hareketsiz yasam tarzi oldugu
vurgulanmaktadir. Tiirkiye’de yaklagik 15 milyon kisinin hipertansiyon,
4 milyon kisinin de diyabet hastasi oldugu belirtilerek, yaklasik 3 milyon
KOAH ve 2 milyon koroner kalp hastasinin oldugu ifade edilmistir. TC
Saglik Bakanligi Tiirkiye Hastalik Yiikii Calismasi (2004) raporunda da
kalp ve damar hastaliklarinin 205.457 6lim ile biitiin 6liim nedenleri
arasinda 1. sirada (%47,7) yer aldigi belirtilmektedir.

Kronik hastaliklar arasinda prevalansinin yiiksekligiyle dikkati
ceken hipertansiyon, mutlaka tedavi edilmesi gereken bir saglik sorunu

olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Aric1 ve Caglar (2002), 20. yiizyiln ilk
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yarisinin  yiiksek kan basmcinin viicut i¢in gerekli bir adaptasyon
mekanizmasi oldugu ve bu nedenle distiriilmemesi gerektiginin One
stiriildiigii bir donemken, yiizyilin ikinci yarisinda, ozellikle de 1970
sonrasinda yapilan ¢alismalar yliksek kan basincinin basli bagina bir risk
oldugunu ve kontrol edilmesi gerekliliginin ortaya kondugunu
bildirmistir.

Hipertansiyonun kontrol altina alinmasimin Onemini gosteren en
onemli verilerin, hipertansiyonun olusturdugu risklere bagli morbidite ve
mortalite rakamlarinda antihipertansif tedavi ile gozlenen Onemli
diisiislerle elde edildigi belirtilmektedir. Ornegin ABD’ de 1980 yilindan
sonra daha etkin bir antihipertansif tedavi uygulamasiyla serebrovaskiiler
olaylarda %59, koroner Kkalp hastaliginda %53 azalma oldugu
bildirilmistir (Aric1 ve Caglar, 2002).

Hipertansiyonun tetikledigi veya yol actig1 saglik problemleri ¢cok
cesitlidir. Bunlar arasinda anjin ve miyokard enfarktiisii, kalp krizi, felg,
bobrek yetmezligi, gorme kaybi sayilabilir.

Birlesik Ulusal Komite (Joint National Committee, JNC)’nin 2003
yilinda hipertansiyonla ilgili olarak yayimladigi raporda, 18 yas distii
yetigkin bireyler ic¢in kan basinct degerlerine gore tansiyonun
derecelendirilmesinde prehipertansiyon kavrami da eklenmistir. Buna

gore olusturulan yeni siniflandirma Cizelge 2.1°de goriilmektedir.



Cizelge 2.1. Kan basincinin siniflandirilmasi (Anonymous, 2003).

Kan basinci Sistolik kan Diyastolik kan
siniflandirilmasi basinc1 (mmHg) | basinct (mmHg)
Normal <120 ve <80
Prehipertansiyon 120-139 ya da 80-89
Hipertansiyon 1. evre 140-159 ya da 90-99
Hipertansiyon 2. evre >160 ya da >100

Hipertansiyonun onlenmesinde ve tedavi edilmesinde cesitli
yontemler olmakla birlikte saglikli yasam bigiminin benimsenmesi
basariy1 getiren en onemli faktordiir. Asiri kilolu ve obez bireylerin kilo
vermesi, DASH ( Dietary Approaches to Stop Hypertension) beslenme
planina uygun bir beslenme tarzinin benimsenerek sodyum aliminin
azaltilmas1 ve diyetteki potasyum/sodyum oraninin arttirilmasi, alkol
tilketiminin siirlandirilmas: ve fiziksel aktivitenin arttirilmasinin kan
basincini azaltacagi, antihipertansif tedavinin etkinligini arttiracagi ve
kardiyovaskiiler =~ hastaliklarin  riskini = azaltacagi  bildirilmistir
(Anonymous, 2003). Hipertansiyonla miicadelede yapilabilecek yasam
tarz1 degisiklikleri Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir.



Cizelge 2.2. Hipertansiyonla miicadele i¢in onerilert (Anonymous,
2003).

Degisiklik Oneri Sistolik kan basincindaki
yaklasik azalma
Kilo kayb1 Normal viicut agirhiginin 5-20 mmHg/10 kg kilo
korunmasi (BKI™: 18.5-24.9 kaybi
kg/m?)
Meyve-sebzece ve yagsiz siit
DASH iiriinlerince zengin, toplam yag ve 8-14 mmHg
beslenme doymus yag orani azaltilmig
planina diyetle beslenme
uyulmast
Diyetteki Diyetteki sodyumun giinliik 100
sodyumun mmolden ¢ok olmamasi (2.4g 2-8 mmHg
azaltilmast sodyum ya da 6g sodyum kloriir)
Fiziksel aktivite Diizenli olarak egzersiz yapmak
(haftada birkag¢ giin en az 30 dk 4-9 mmHg
aerobik ya da tempolu ylirliyiis)
Alkol Erkekler i¢in giinliik en fazla 2 2-4 mmHg
tilketiminin kadeh, kadinlar ve diisiik kilolu

simirlandirilmast | kisiler i¢in giinliik en fazla 1 kadeh

*: BKI: Beden kitle indeksi; viicut agirhigi (kg)/boyun karesi (m?)

+: Bu degisikliklerin etkisi uygulama siiresine ve doza bagl olup bazi bireyler
icin daha etkili olabilir.
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2.3. Biyoaktif Peptitler

Fonksiyonel bilesenler igerisinde proteinler ve peptitler son 20
yildir ayr1 bir 6nem kazanmis ve “gida kaynakli biyoaktif peptitler”

tanimlamast ile aragtirmalarin hedeflerinde yer almistir.

Gida kaynakli biyoaktif peptitler terimi, insanlarda yeterli ve
dengeli Dbeslenme saglama oOzelliklerine ek olarak diizenleyici
fonksiyonlara sahip bitkisel veya hayvansal kaynakli peptitleri
tanimlamaktadir. Son 20 yilda biyoaktif peptitler {izerindeki galigmalar
artmigtir. Biyoaktif peptitlerin daha saglikli bir beslenmeye katkida
bulunma potansiyeli bilimsel ¢evrede yaygin sekilde tartisilmigtir. Farkl
saglik etkilerine yol acan biyoaktif peptitlerin tanimlanmasi i¢in pek ¢cok
kimyasal ve biyolojik yoOntem gelistirilmis ve uygulanmis; ancak
varsayilan saglik etkilerinin sadece bir kismi insan ¢aligmalarinda
kanitlanabilmistir (Hartmann and Meisel, 2007). Biyoaktif peptitler
gidanin yapisinda dogal bir bilesen olarak bulunabilirler ya da asil
protein sekansinda inaktif haldeki peptitler enzimatik proteolizle (6rnegin
gastrointestinal sindirim sirasinda veya fermentasyon gibi gida isleme
proseslerinde) agiga ¢ikabilirler. Ayrica teknolojik olarak da proteolitik
enzimlerle elde edilebilirler. Viicutta serbest kaldiktan sonra diizenleyici
gorevlerde rol oynarlar (Meisel, 1997; Yust et. al, 2003; Korhonen and
Pihlanto, 2006; Hartmann and Meisel, 2007; Wang et. al, 2008).

Biyoaktif  peptitlerin canli  organizmada fizyolojik  etki
gosterebilmesi i¢in Oncelikle Onciil proteinden salinmasi ve gevresel
organlardaki ya da intestinal sistemde lumen yiizeyindeki hedef bolgeye
ulagsmasi gerekmektedir. Bu peptitler gastrointestinal sistemde bulunan
farkli hedef bolgelerde lokal olarak etki edebilir ya da buradan

absorplanarak dolagima katilabilir ve sistemik etkisini aciga cikarabilir.
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Ozellikle immiinomodiilatdr peptitler gibi di- ve tripeptitler ile bazt ADE
inhibitérii peptitlerin ince bagirsaklardan yeterli miktarda emilerek
periferal hedef bolgelere ulagabildigi bildirilmistir (Meisel, 1997; Yust et.
al, 2003).

2.3.1. Gida kaynakl biyoaktif peptitler

Ozellikle siit iiriinlerinden olmak iizere biyoaktif potansiyele sahip
hayvan ve bitki kokenli pek ¢ok peptit kesfedilmistir. Siit {iriinleri disinda
yumurta, et, balik, soya fasulyesi, bugday gibi gidalardan da biyoaktif
peptitler izole edilmistir (Cizelge 2.3). Bu peptitler oldukc¢a genis bir
alanda etki gosterirler. Bunlar arasinda antimikrobiyel etki, kan basincini
azaltict etki, kolesterol diisiirme 06zelligi, antitrombotik ve antioksidan
aktivite, mineral absorpsiyonu ve biyoyararliligini arttirma, bagigiklik
sistemini diizenleyici etki ve opioid 6zellikler sayilabilir (Hartmann and
Meisel, 2007). Biyoaktif peptitlerin etki ettigi sistemler Cizelge 2.4.’te

gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Cesitli protein kaynaklarindan elde edilmis biyoaktif
peptitler (Korhonen and Pihlanto, 2003).

Kaynak Elde edilis Peptit Fonksiyon
yontemi
Tripsin Phe-Phe-Val-Ala-Pro ADE-inhibit6rii
Kazein Tripsin- Val-Glu-Pro-1lo-Pro- Bagigiklik sistemini
Kimotripsin TyrGly-Leu-Phe diizenleme
Pepsin Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu Antioksidan etki
lle-Pro-Ala-Val-Phe-Lys Bakterisid
B- Tripsin Trp-Leu-Ala-His-Lys ADE-inhibitorii
laktoglobulin Ala-Leu-Pro-Met-His-lle- |  ADE-inhibitorii
Arg
Soya fasulyesi Proteinaz S Leu-Leu-Pro-His-His Antioksidan etki
Alkalaz Diisiik molekiil agirlikli Antihipertansif
Genetik Tripsin & peptitler
modifiye soya Kimotripsin Arg-Pro-Leu-Lys-Pro-Trp Antihipertansif
proteini
Bugday Alkalin proteaz lle-Val-Tyr ADE-inhibitorii
embriyosu Antihipertansif
Piring Tripsin Gly-Tyr-Pro-Met-Tyr-Pro- | Immunostimulasyon
albumini Leu-Pro-Arg
Tavuk Termolizin lle-Lys-Trp ADE-inhibitdrii

Leu-Lys-Pro

Antihipertansif
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Cizelge 2.4. Biyoaktif peptitlerin fizyolojik fonksiyonlar1 (Korhonen and
Pihlanto, 2006).

Kalp-damar sistemi | Sinir sistemi Gastrointestinal Bagisiklik sistemi
sistem
Etkin Antihipertansif Opioid Mineral baglayict | Antimikrobiyel
peptit | Antioksidan i) Agonist Istah azaltic1 Immiinomodiilator
Antitrombotik ii) Antagonist | Antimikrobiyel Sitomodiilator
Hipokolesterolemik

2.3.1.1. Opioid peptitler

Opioid aktivite gosteren peptitler ilk olarak 1970’lerin sonunda
kesfedilmis ve 6-, pu- ya da x-tip opioid reseptorlerle etkilesen endojen
ligandlarla (endorfinler ve enkefalinler) olan yapisal benzerliklerinden
dolay1 ‘ekzorfinler’ olarak isimlendirilmislerdir (Hartmann and Meisel,
2007). En bilinen ekzojen opioid peptitler, drnegin f-kazomorfinler, p-tip

ligandlar olarak karakterize edilmiglerdir.

Endojen ve ekzojen opioid peptitler arasindaki ortak yapisal
ozellikler amino ucundaki tirozinin varligi ve iiglincii ile dordiincii
pozisyondaki fenilalanin ve tirozin kalintilaridir. Bu, opioid reseptorlere
baglanma bdlgesi i¢cin onemli bir yapisal 6zelliktir. Tirozinin fenolik
hidroksil grubunun yakinlarinda lokalize olmus negatif potansiyel, opioid
aktivite i¢in  zorunludur. Tirozinin bulunmayis1 biyoaktivitede

kaybolmaya yol acar. Tirozin ve fenilalanin yan zincirlerinin dogru bir
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sekilde diizenlenmesini sagladigi i¢in prolin varligi da opioid peptitlerin

biyolojik aktivitesi i¢in zorunludur (Meisel, 1997).

2.3.1.2. Mineral baglayan peptitler

Fosfopeptitlerin ¢oziiniir organofosfat tuzlari olusturdugu ve basta
kalsiyum olmak iizere farkli mineraller i¢in tasiyici olarak gorev yaptigi
ifade edilmektedir (Meisel, 1997; Hartmann and Meisel, 2007). Bu
nedenle ince bagirsakta kalsiyum ve diger minerallerin emilimi iizerine
etkili olmaktadir (Meisel, 1997).

Siitteki fosforun yaklasik %30’u monoester baglariyla kazeinin seril
kalintilarina bagli halde bulunmaktadir. Kazein, kalsiyum ve fosfat
iyonlarinin stabilizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Kazeinin tiriptik
hidrolizi (tripsin enzimi ile hidroliz) sonucu fosforlanmis seril kiimeleri
iceren kazeinofosfopeptit (KFP) olustugu belirlenmistir. Bu fosforlanmis
seril kiimelerinin kazein misellerinin olusumunu saglayan kalsiyum
fosfat ve kazein arasindaki interaksiyondan sorumlu oldugu bildirilmistir.
KFP’ler kalsiyum ve fosfor minerallerinin biyoyararliliginin artmasini
saglamaktadir. KFPlerin bagirsaktaki kalsiyum absorpsiyonuna etkileri
lizerine siganlarla yapilan denemelerin sonuglar1 bu peptitlerin ince
bagirsaktaki pasif kalsiyum transportunu arttirdigini isaret etmektedir.
Insanlarla yapilan galismalar da siit tiiketiminden sonra duodenumda ve
midede kiiciik kazein fosfopeptitlerinin varligint gostermistir. Ancak
insanlarda KFPlerin pasif kalsiyum absorpsiyonunu arttirdigina dair kanit
bulunamamistir. Bununla birlikte KFP’lerin spontan hidroksiapetit
(florapetit) presipitasyonunu oOnleyebildigi belirtilmistir. Calismalar,
kalsiyum ve fosfat iyonlarmin dis yiizeyinde stabilize olmasin saglayan
kazein  fosfopeptitlerinin, dis minesindeki lezyonlarin  tekrar

mineralizasyonunu sagladiginm1 da gostermistir (Hartmann and Meisel,



15

2007). KFP’lerin, mineralleri baglaylp c¢Ozilniirlestirdikleri igin
osteoporozun, dis ¢iriiklerinin, aneminin ve hipertansiyonun
onlenmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Bu peptitlerin dis ¢iirtiklerini
Onleyici etkisinin pek ¢ok insan ve hayvan c¢alismalarinda kanitlandigina
ait bilgiler literatiirde bulunmaktadir. KFP’lerin dis yiizeyinde tekrar
kalsiyam birikimini tesvik ettigi ve xk-kazeinden elde edilen
glikomakropeptidin agiz mukozasinda plak olusturan bakterilerin
adhezyonunu ve gelismesini engelledigi belirtilmistir (Korhonen and
Pihlanto, 2006).

2.3.1.3. Bagisiklik sistemini diizenleyici (immiinomodiilator)
peptitler

Bu peptitlerin lenfosit proliferasyonu, dogal &ldiiriicii hiicre
aktivitesi (naturel killer cell activity), antikor sentezi ve sitokin
regiilasyonu gibi  bagisiklik sistemi fonksiyonlarimi giiclendirdigi
belirtilmektedir. Dahasi bu peptitlerin atopik bireylerde allerjik
reaksiyonlar azalttig1 ve gastrointestinal sistemdeki mukozal bagisiklig
giiclendirdigi bildirilmistir. Piring ve soya fasulyesi proteinlerinin tiriptik
hidrolizatlarindan elde edilmis bagisiklik sistemini  diizenleyici
peptitlerin, siiperoksit anyonlarint uyararak non-spesifik immiin
savunmasint tetikleyici etki gosterdigi belirtilmistir (Hartmann and
Meisel, 2007).

2.3.1.4. Sitomodiilator peptitler

Sitokimyasal ¢aligmalar gida kaynakli biyoaktif peptitlerin farkli
hiicre tiplerinin canliligin1 (proliferasyon, farklilasma, apoptosis)
diizenledigini gostermistir. Bazi siit kaynakli peptitlerin normal

hiicrelerde etkili degilken kanser hiicrelerinde apoptosisi tetikledigi
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gosterilmigtir. Sitomodiilatéor ve immiinomodiilator ozelliklerin, gida
kaynakli biyoaktif peptitlerin tiimor gelisiminde koruyucu aktivitesini
olusturmada birlikte etkili olduklar1 bildirilmistir (Hartmann and Meisel,
2007).

2.3.1.5. Antitrombotik peptitler

Kan trombosit agregasyonunu ve trombosit yiizey reseptorlerine
fibrinojen baglanmasin1  inhibe eden peptitler glikomakropeptit
sekansiyla sifrelenmistir. Bu peptitler bebek mamalariyla ya da anne
siitiyle beslenen yeni dogmus bebeklerin kan plazmasinda tespit
edilmistir (Hartmann and Meisel, 2007).

2.3.1.6. Antioksidan peptitler

Zorunlu yag asitlerinin  enzimatik veya non-enzimatik
peroksidasyonunu engelleyen antioksidan 6zellikler siit proteinlerinden
elde edilen peptitlerde tespit edilmistir. Bu peptitlerin ¢gogunun a-kazein
sekansiyla sifrelendigi belirtilmistir. His-His dipeptidinin N terminaline
|6sin ya da prolin eklenmesinin antioksidan aktiviteyi arttirdigi ve BHT,
BHA gibi peptit olmayan antioksidanlarla sinerji olusturdugu
belirtilmistir (Hartmann and Meisel, 2007).

2.3.1.7. Hipokolesterolemik peptitler

Hipokolesterolemik etki kazein ve peynir alti suyu kaynakl
peptitler ve soya proteini kaynakli peptitler i¢in bildirilmistir. Olas1 etki
mekanizmas1 B-laktoglobulinin tiriptik hidrolizat1 (LTH) ile beslenen
sicanlarda fekal steroid salgisinin fazla oldugunun tespit eden

aragtirmacilar tarafindan One siiriilmiistiir. Bu durum misel yapidaki
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kolesterol ¢oziniirliiglinde LTH indiiklii azalmaya ya da daha fazla
taurokolat (taurocholate) baglama kapasitesine baglanabilmektedir
(Hartmann and Meisel, 2007).

2.3.1.8. Antimikrobiyal peptitler

Antimikrobiyal peptitler daha ¢ok peynir alti suyu proteini olan
laktoferrinden elde edilmistir. Bununla birlikte ogi-kazein  ve agp-
kazeinden elde edilen yeni antibakterisidal peptitler tanimlanmistir.
Laktoferrinin pepsinle hidrolizinden olusan peptitlerin bakterisidal
ozelliklerinin daha fazla oldugu tespit edilmis ve bu durumun, daha
kiigiik peptitlerin mikrobiyal yiizeydeki hedef bolgelere daha hizhi
ulagtiginin  bir gostergesi oldugu ifade edilmistir. Antimikrobiyal
peptitlerin  (laktoferrisin ve sentetik analoglari, kazosidin-1 gibi)
mikroorganizmalarin  hiicre gegirgenliklerini arttirarak etki ettigi
belirtilmistir (Meisel, 1997; Korhonen and Pihlanto, 2006; Hartmann and
Meisel, 2007).

2.3.1.9. istah azaltici peptitler

Glikomakropeptitin  (GMP) ve kazeinomakropeptitin (KMP)
bagirsak fonksiyonlarmi diizenleme etkisi lizerine yapilan g¢aligmalar,
yaklagik on yillik bir gegmise dayanmaktadir. KMP’in, gastrik salgiy1
engelledigi ve midenin hareketlerinin  yavaglamasim1  sagladigi
belirtilmistir. Ayrica KMP tokluk hormonu olan kolesistokininin
salgilanmasina neden olmaktadir. Bu hormon gida alimin ve sindirimini
diizenlemektedir. Sindirim sirasinda midede biitiin halde KMP’in varlig
belirlenmis, diger taraftan yogurt ve siit tiiketimi sonrasi yetiskin
bireylerde kan dolagiminda GMP ve/veya KMP’nin varlig1 saptanmustir.

Bu ¢aligmalara dayanarak istah azaltma ve kilo kontrolii amaciyla, GMP
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igeren ticari iirlinler tasarlanmis ve satisa sunulmustur. Ancak bu tarz
triinlerin  klinik etkilerinin aydinlatilmas1 i¢in daha fazla sayida
caligmaya gereksinim duyuldugu da 6nemle vurgulanmistir (Korhonen
and Pihlanto, 2006).

2.3.1.10. Antihipertansif (ADE inhibitorii) peptitler

Anjiotensin doniistliriicii enzim (ADE, EC. 3.4.15.1) bir dipeptil
karboksipeptidazdir ve Renin-Anjiotensin-Aldosteron Sistem (RAAS)’
de yer alir. Insan fizyolojisinde major bir regiilatér olan RAAS, kan
basincini, hacmini ve elektrolitleri kontrol etmekte, kalbi, damarlar1 ve
bobrekleri etkilemektedir (Keidar et al., 2007).

Angiotensin prosesi, angiotensinojenin renin ile hidroliziyle
inaktif bir peptit olan Angiotensin I (Ang. I) olusumuyla baglamakta ve
Angiotensin doniistiiriicii enzimin (ADE), Ang. I’ in Kkarboksil
ucundaki iki amino asidi ayirmasi ile Angiotensin Il (Ang. I1)
olusumuyla sonuglanmaktadir. Bir oktapeptit olan Angiotensin I
potansiyel bir damar daralticidir (vazokonstriktdr). Ayrica bu etkinin yan1
sira ADE, damar rahatlatict aktivite gosteren bradikininin de
inaktivasyonunu katalizlemektedir. Boylece iki farklt mekanizma yoluyla
ADE, kan basincinin artmasina neden olmaktadir (Muguerza et. al, 2006;
Theodore and Kristisson, 2007; Shuangquan et. al, 2008). Sekil 2.1°de

kan basincinin diizenlenmesi prosesi sematize edilmistir.
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Sekil 2.1. Kan basincinin diizenlenmesnde ADE’ nin roli

(www.nature.com/ajh)
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Hipertansiyon tedavisinde ADE inhibisyonu faydali bir terapotik
yaklagim olarak kabul edilmistir. Bu nedenle antihipertansif ilaclarin
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gelistirilmesinde ADE inhibisyonu hedef olarak belirlenmistir. Pek cok
sentetik ADE inhibitorii sentezlenmis ve antihipertansif ilaglarin
yapiminda kullanilmistir (Li et al., 2004).

Kaptopril, enalapril, lizinopril, ramipril hipertansiyon tedavisinde
yaygin olarak kullanilan sentetik ADE inhibitérleridir. Ancak sentetik
inhibitorlerin Oksiiriik, tat alma duyusu bozukluklari, kizariklik, 6dem
gibi yan etkilere sebep oldugu bilinmektedir (Li et. al, 2005). Bu nedenle
ADE inhibitorlerinin dogal kaynagi olan gidalarin belirlenmesi konusuna

olan ilgi artmistir.

ADE inhibitorii peptitler ADE’ nin aktivitesini azaltarak tansiyon
diisiirticti etki gosterirler. Ekzojen ADE inhibitérlerinin ilk olarak yilan
zehirinden izole edilmesinden bu yana ozellikle siit, et ve balik gibi
gidalardan pek ¢ok sayida ADE inhibitorii izole edilmistir. Bu peptitler
genellikle kisa zincirli olup prolin gibi polar amino asit kalintilar
igerirler (Korhonen and Pihlanto, 2006; Hartmann and Meisel, 2007).

Gidalardan izole edilen ADE inhibitorleriyle yapilan ¢alismalarda
in vitro antihipertansif etkinin yani sira bu peptitlerce zengin diyetle
beslenen spontan hipertansif siganlarda (SHS) hipertansiyonun
baskilandigir gosterilmistir (Fujita and Yoshikawa, 1999; Sipola et. al,
2002; Seppo et. al, 2003’ e atfen Hong et. al, 2008). Ayrica hipertansif
bireylerle yapilan aragtirma sonuglarinin da ADE inhibitorii yoniinden
zengin diyetin antihipertansif etkiye sahip oldugunu gosterdigi
belirtilmektedir (FitzGerald and Meisel, 2000’ ¢ atfen Hong et. al., 2008).

Gidalarin ADE inhibitorii peptit kaynagi olarak kullanilabilme
potansiyelini konu alan ¢aligmalar siit ve siit {irlinleri, et ve et {irlinleri, su
riinleri, tahillar ve baklagiller ve diger {riin gruplarinda yapilan

calismalar seklinde siniflandirilabilir.
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2.3.1.10.1. Siit ve siit tirtinleri kaynakli ADE inhibitori peptitler

Siit ve siit Uriinlerinin ADE inhibisyonu aktivitesine iliskin
caligmalar  siitiin  fermantasyonu iizerine  yogunlagsmistir.  Siit
fermantasyonunun ADE inhibitorii peptit olusumunda cok etkili bir
proses oldugu belirtilmektedir (Muguerza et. al., 2006). Fermantasyonda
en ¢ok yararlanilan suslarin Lactobacillus helveticus, Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, Saccharomyces cerevisiae oldugu goriilmektedir
(Biitikofer et al., 2007; Shuangquan et al., 2008).

Siitiin Lactobacillus helveticus ile fermantasyonu sonucunda olusan
tripeptitler valil-prolil-prolin (Val-Pro-Pro; VPP) ve izolsil-prolil-prolin
(lle-Pro-Pro; IPP) antihipertansif etkiden sorumlu baslica biyoaktif
peptitler olarak tamimlanmustir. Isvicre® de tiiketilen 44 peynir gesidiyle
yapilan ¢alismada VPP ve IPP miktarlarinin sirasiyla 0-224.1 ve 0-95.4
mg/kg araliginda degistigi belirtilmistir. Sert peynirlerde bu iki peptidin
toplaminin 100 mg/kg, yar1 sert peynirlerde 51.6 mg/kg ve yumusak
peynirlerde 3.4 mg/kg oldugu tespit edilmistir. Camambert, Mozzarella
gibi pastorize ya da UHT siitle yapilan yumusak peynirlerde ve Tilsit,
Raclette, Edam ve Manchego gibi pastorize siitle yapilan yari sert
peynirlerde oldukca az miktarda VPP ve IPP tespit edildigi bildirilmistir.
Yumusak peynirlerin aksine daha uzun olgunlagsma periyodu (10
haftadan 18 aya kadar) gerektiren peynirlerde daha fazla VPP ve IPP
varlig1 saptanmistir. Bu durumun, prolin i¢eren bu iki peptidin olugmasi
icin kuvvetli proteoliz gerektigini isaret ettigi belirtilmistir. [PP ve VPP
iceren fermente siit Uiriinlerinin tiiketildigi kisa ve uzun donemli insan
denemelerinde de kan basincinin azaldigi saptanmistir (Biitikofer et al.,
2007).
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Muguerza et al. (2006) ¢ig siitiin farkli bakteri suslariyla fermente
edilmesinin in vitro ADE inhibisyonu aktivitesi iizerine etkilerini
incelemis ve elde edilen fermente siitlerin entiibe edildigi SHS tizerinde
kan basinci degerlerine iliskin degisimi gozlemlemistir. Bu ¢alismada en
yiikksek ADE inhibisyonu aktivitesini saglayan susun Enterococcus
faecalis oldugu saptanmustir. Fermente siitlerin DKB (diastolik kan
basinci) seviyesinde kaptopril ile hemen hemen ayn1 oranda azalmaya yol
act181; ancak SKB (sistolik kan basinci) seviyesinde daha az etkili oldugu
tespit edilmistir. Ayni caligmada fermente siitlerin normotensif siganlar
tizerindeki etkisi de incelenmis ve ne SKB ne DKB seviyesinde degisim
gbzlenmistir. Bu nedenle séz konusu susla iiretilen fermente siitiin bir
fonksiyonel gida olarak sunulmasinda normotensif bireyler acisindan bir

sakinca yaratmayacagi yorumu yapilmistir.

Siitiin dort farkli Enterococcus faecalis susuyla fermente edildigi
bir ¢calismada (Quirds et al., 2007) olusan peptitler molekiil agirliklarina
gore fraksiyonlarma ayrilmis ve molekiil agirligi 3000 Da’ dan kiigiik
olan fraksiyonun ADE inhibisyonu aktivitesinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu fraksiyon RP-HPLC ile 10 alt fraksiyona ayrilmig ve her
birinin ADE inhibisyonu aktivitesi belirlenmistir. Bu fraksiyonlarin kiitle
spektrometrisiyle tanimlamasi yapilmistir. En aktif alt fraksiyonun -
kazeinin 133-138 fragmanma [B-KN f(133-138)] karsilik geldigi
bulunmustur. Toplam 8 adet peptit sekansi tanimlanmis ve hepsinin (-
KN fragmanlaria karsilik geldigi gortilmiistiir. Hepsinin de hidrofobik
karakter gosterdigi ve prolin yoniinden zengin oldugu saptanmistir. En
diisiik ICso (ADE’ nin aktivitesini %50 oraninda azaltmak i¢in gerekli
olan peptit konsantrasyonu) degerine sahip peptitler olan B-KN f(133—
138) ve B-KN f(58-76)" in ICsp degerlerinin sirasiyla 5.4 ve 5.3 uM
oldugu belirlenmistir. Bu iki peptidin SHS {izerindeki etkisi incelenmis
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ve hem SKB hem de DKB seviyelerinde azalmaya yol agtiklari tespit

edilmistir.

Deve siitiiniin Lactobacillus helveticus ile fermantasyonunun da
ADE inhibisyonu aktivitesine yol ag¢tigi Shuangquan et al (2008)
tarafindan gosterilmistir. Bu ¢alismada ICsp degeri 19.9 uM olan Ala-lle-
Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-GlIn-Asp nonapeptidi izole edilmistir. Bu peptidin
sigir K-KN f(107-115)” nin primer yapisinda bulundugu belirtilmektedir.
Pepsin, tripsin ve kimotripsin ile hidrolizi sonucunda da aktivitesini
neredeyse tamamen korudugu tespit edilmistir. Ayrica 100 °C’de 20 dak
1s1l islem sonrasinda da aktivitesinde kayip olmadigi, ancak 110 °C’de 60
dak 1s1l islem sonrasinda % 50 oraninda aktivite kaybi olustugu

bildirilmistir.

Siit Griinlerinin fermente edilmesinin yani sira siit proteinlerinin
proteolitik enzimlerle hidrolizi de ADE inhibitéri peptit eldesi
caligmalarinda denenmistir. B-Laktoglobulin (B-Lg), a-Laktalbumin (o-
La) ve peynir alt1 suyu protein konsantratinin (PPK) pepsin, tripsin ve
kimotripsinle hidrolize edildigi ¢alismada (Mullally et al., 1997) elde
edilen hidrolizatlarin ADE inhibisyonu aktivitesinin %84’ ten fazla
oldugu belirlenmistir. Hidrolizden 6nceki aktivitelerinin ise %10’ dan
daha az oldugu bildirilmistir. Hidrolizden 6nce proteinlerin 80°C” de 20
dak 1sitilmasinin da ADE inhibisyonu aktivitesinde bir degisiklige yol
acmadig belirtilmistir. PPK tripsin hidrolizatinin ultrafiltrasyonu sonucu
elde edilen 3 kDa molekiil agirligina sahip permeatin ve 1 kDa molekiil
agirhigma sahip permeatin ICso degerlerinin  sirasiyla 195.1 ve 201.1
mg/L, B-Lg tripsin hidrolizatinin ise 3 kDa molekiil agirligina sahip
permeatin ve 1 kDa molekiil agirligina sahip permeatin ICsq degerlerinin
sirastyla 130.0 ve 160.4 mg/L oldugu tespit edilmistir.
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B-Lg’ in, ticari bir proteaz-peptidaz preparati olan Protease N
Amano ile hidroliz edildigi bir calismada, uygulanan sicaklifin elde
edilen peptit tipi ve hidrolizattaki konsantrasyonu iizerinde olduk¢a etkili
oldugu gosterilmistir. 45 ve 55 °C’ de uygulanan hidrolizden elde edilen
hidrolizatlarin toplam ADE inhibisyonu aktivitesi birbirinden ¢ok farkli
degilken, RP-HPLC ile ayrilan 8 fraksiyonun ADE inhibisyonu
aktivitesinin farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu durum, hidroliz
asamasinda uygulanan farkli sicakliklarin farkli peptit ¢esitleri olusumu
ve dolayisiyla farkli inhibisyon potansiyeline yol agtig1 seklinde
yorumlanmustir. Iki farkli sicaklikta uygulanan hidrolizden elde edilen
hidrolizatlara ait baz1 fraksiyonlarin ortak peptit sekansina sahip oldugu
da goriilmiistiir. Bu ¢alismada molekiil agirligi 804.5 Da ve ICso degeri
8uM olan B-Lg f(36-42) peptidi izole edilmistir (Ortiz-Chao et al., 2009).

da Costa et al. (2007), peynir alt1 suyu tozu proteini izolatindan a-
kimotripsin, Alkalaz ve Proteomix ile 1Csy degerleri 0.05-0.89 mg/mL
arasinda degisen hidrolizatlar elde etmistir. Hidrolizden 6nce 65°C’ de
1s1l islem uygulamanin ADE inhibisyonu aktivitesinde artisa yol actigi
belirlenmistir. En fazla ADE inhibisyonu aktivitesine yol agan enzimin o-
kimotripsin oldugu belirtilmistir. Elde edilen hidrolizatlarla beslenen
SHS’ larda en fazla kan basinc1 diisiisiine yol agan hidrolizatin 65°C’° de
1s1l islemin ardindan Alkalaz uygulanmis olan hidrolizat oldugu
belirlenmigtir (2 saat sonra 19.1 mm Hg ve 4 saat sonra 14.9 mm Hg
azalma). Ayrica bu hidrolizat damar yoluyla enjekte edildiginde de 4 saat
sonra 24.84 mm Hg ve 6 saat sonra 28.08 mm Hg azalma gozlendigi
belirtilmistir.

Siit protein hidrolizatlarinin  ADE inhibisyonu aktivitesinin
incelendigi bir baska calismada Otte et al. (2007), kazeinin peynir alti

suyu proteininden daha fazla inhibitér peptit olusumuna olanak
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sagladigini tespit etmistir. Kazein ve peynir alti suyu hidrolizatlarinin
strastyla %85 ve %79 luk inhibisyon sagladigi ve ICso degerlerinin de
sirastyla 45-83 ve 90-400 pg/mL arasinda degistigi belirlenmistir.
Kazeinin peynir alti suyundan daha fazla inhibisyona yol agmasi, prolin
yoniinden daha zengin olmasina ya da daha esnek bir molekiil yapisina
sahip oldugu igin proteolize daha ag¢ik olmasina baglanmistir. Hidrolizde
kullanilan enzimler ADE inhibitorii peptit verimi agisindan en yiiksek
aktiviteden en diisiik aktiviteye goére Termolisin> Proteinaz A> Tripsin>
Pepsin> Bacillus licheniformis ten elde edilen Proteaz olarak
siralanmigtir. Termolisinin en yiiksek ADE inhibisyon aktiviteye sahip
peptitleri olusturmasi da, bu enzimin ADE ile aktif bdlgelerinin

benzesiyor olmasina baglanmistir.

Iki farkli bebek mamasi formiilasyonunun ADE inhibisyon
aktivitesi Hernandez-Ledesma et al. (2004) tarafindan incelenmistir.
Formiilasyonlardan biri siit proteini bazli (BF1) iken digeri hidrolize
edilmis peynir altt suyu proteini bazlhidir (BF2). Pepsin ile hidroliz
sonrast BF1’in ADE inhibisyonu aktivitesinin artig gosterdigi, pankreatik
ekstraktla hidroliz sonrasindaysa degisiklik olmadig belirlenmistir. BF2
icin ise hidroliz Oncesi ve sonrasindaki ADE inhibisyonu aktivite
degerlerinin ¢ok yakin oldugu bildirilmistir. Bu durum, BFI’in
yapisindaki proteinlerin gastrointestinal enzimlerin aktivitesiyle, ADE
inhibitorii peptit Onclisii olarak davrandigr ve BF2’ de ise sindirimden
once halihazirda var olan inhibitor peptitlerin gastrointestinal sistemde

dayaniklilik gosterdigi seklinde aciklanmustir.

Yogurdun ADE inhibisyonu aktivitesine iliskin yapilan bir
calismada (Donkor et al., 2007). 28 giinlik depolama sirasinda
aktivitenin %70’ ten %90’a ¢iktig1 belirlenmistir. Yogurt kiiltiiriiniin
(Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus Lb1466 ve Streptococcus
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thermophilus St1342) yami sira L. acidophilus L10, L. casei L26 ve
Bifidobacterium lactis B94 iceren probiyotik yogurdun ICsy degerinin
normal yogurdunkinden daha diisiik oldugu da gosterilmistir. Bu durum
birka¢ farkli mikroorganizma c¢esidi igeren karisik kiiltiirle {iretilen
fermente siitlerin tek bir susla fermente edilenden daha fazla cesitte
fonksiyonel bilesen igerdigi ger¢egine baglanmistir. Probiyotik yogurdun
depolanmas1 siirecinde, en aktif peptitlerin birinci giinde olustugu
goriilmistiir. Ancak 1Cso degerinin 7. gilindeki ani artisi, inhibitor
peptitlerin daha fazla hidrolize olarak ADE inhibisyon kapasitesini
diistirdiiglinii gostermistir. 7. ve 21. giin arasinda ise inaktif peptitlerin
proteolitik modifikasyonu ya da kazeinden yeni peptitlerin salinmasiyla
ICs0 degeri tekrar azalmistir. 28 giinlilk depolama sonrasinda en fazla
inhibisyon gosteren 8 fraksiyon RP-HPLC ile ayrilmig ve ICsg
degerlerinin  1.56-12.41 ug/mL oldugu belirlenmistir. Bu peptitler
arasinda VPP ve IPP’nin de oldugu ve ICsq degerlerinin sirasiyla 2.61 ve

3.77 pg/mL oldugu saptanmistir.

Koyun yogurduyla yapilan bir baska ¢alismada (Papadimitriou et
al., 2007) yogurt [L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus
(1:1) ile] ve probiyotik yogurdun [L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S.
thermophilus ve L. paracasei subsp. paracasei (2:2:1)] ADE inhibisyonu
aktiviteleri incelenmistir. 26 giinliik depolama siiresince yogurtlarin suda
¢oziinlir ekstraktlarinin peptit profilleri RP-HPLC ile incelenmis ve iki
yogurdun bu bakimdan benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Cogunlugu B-
kazein kokenli 12 adet peptit tanimlanmistir. Depolama siiresince peptit
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak % ADE inhibisyonu
aktivitelerinin artis gosterdigi belirlenmistir. ki yogurt arasinda ADE
inhibisyonu aktivitesi bakimindan fark olmadigi goriilmiistiir. Bu duruma
neden olarak her iki yogurttaki peptit profillerinin benzer olmasi

gosterilmistir. Probiyotik yogurdun suda c¢oziiniir ekstraktindan elde
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edilen en aktif peptidin B-KN f(114-121)’ e karsilik gelen sekansa sahip

oldugu ve ICsp degerinin 0.37 mg/mL oldugu belirlenmistir.

Unal (2008), kazeinat ve peynir suyu protein konsantresi ile
yapmis ADE

inhibisyonu aktivitesi en yiiksek yogurdun %4 oraninda peynir suyu

zenginlestirilmis  yogurtlarla oldugu c¢alismasinda
protein konsantresi ilaveli yogurt oldugunu belirtmistir. Bu yogurda ait
ICs degerinin 0.32 mg protein/mL oldugu saptanmigtir. Bu yogurdun
onemli diizeyde yiiksek L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayisi gosterdigi
belirtilmis ve proteolitik aktivite ile ADE inhibisyonu iliskisine dikkat

cekilmistir.

Cizelge 2.5te, siit ve siit liriinlerinden elde edilmis peptitler ve ICsg

degerleri goriilmektedir.

Cizelge 2.5. Baz siit iiriinlerinden elde edilmis peptitler ve 1Cs

degerleri
Kaynak Peptit 1Cso degeri Referans
Peynir VPP-IPP 2.0-29.5 mg Butikofer et al.,2007
peynir/mL

Enterococcus faecalis ile

34-59 ng protein/mL

Muguerza et al,

fermente edilmis siit 2006

MA"<3000 Da 2842 pg/mL
Enterococcus faecalis ile B-KN f(133-138) 53 uM Quiro6s et al., 2007
fermente edilmis siit B-KN f(58-76) 5.4 uM
Lactobacillus helveticus | Ala-lle-Pro-Pro-Lys- Shuangquan et al.,
130B4 ile  fermente Lys-Asn-GlIn-Asp 19.9 uM 2008

edilmis yagsiz deve siitii
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B-Lg tripsin hidrolizati MA<3000 Da 130.0 mg/L

MA<1000 Da 160.4 mg/L Mullally et al., 1997
Peynir alt1 suyu tripsin MA<3000 Da 195.1 mg/L
hidrolizatt MA<1000 Da 201.1 mg/L
B-Lg Protease N Amano B-Lg f(36-42) 8 uM Ortiz-Chao et al.,
hidrolizatt 2009
Peynir alti suyu o- 0.005 mg/mL
kimotripsin hidrolizati - da Costa et al., 2007
Peynir alt1 suyu alkalaz 0.68 mg/mL
hidrolizat
Kazeinomakropeptit 477 pg/mL
termolizin hidrolizati - Otte et al., 2007
Peynir alt1 suyu izolati 83 pg/mL

termolizin hidrolizati

B-KN f(74-76)-IPP

3.77+0.26 pg/mL

(11.6 pM)
Yogurt B-KN f(84-86)-VPP 2.61+0.24 pg/mL Donkor et al., 2007
B-KN (69-73)- Ser— (8.4 uM)
Leu—Pro-GIn-Asn 5.29+0.55 pg/mL
Probiyotik koyun B-KN f(114-121) 0.37 mg/mL Papadimitriou et al.,
yogurdu 2007
%4 siit  tozu ilaveli 0.54+0.00 mg/mL
yogurt
%4 kazeinat ilaveli 0.60+£0.21 mg/mL Unal, 2008

yogurt
%4 peynir suyu protein

konsantresi ilaveli yogurt

0.32+0.23 mg/mL

* MA: molekiil agirlhigi
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2.3.1.10.2. Et ve et {iriinleri ile su iiriinleri kaynakli ADE inhibitorii
peptitler

Tavuk gogiis etinin antihipertansif etkisinin incelendigi bir
calismada (Saiga et al., 2003), Aspergillus’tan elde edilen proteazla
hidrolize edilmis olan tavuk ekstrakti ile beslenen SHS’larin kan basinci
degerlerinde 2 saat sonra 45 mm Hg’lik bir azalma gozlenmistir.
Hidrolize edilmemis tavuk ekstraktiyla beslenen sicanlarda ise 3 saat
sonunda kan basmcinda 50 mm Hg’lik azalma belirlenmistir. Hidrolize
edilmis ve edilmemis ekstraktin ICsq degerlerinin sirasiyla 1.1 ve 1060
mg oldugu saptanmistir. Hidrolizden sonra ultrafiltrasyonla iki
fraksiyona ayrilan hidrolizattan molekiil agirligi 1000 Da’ dan kiiciik
olan fraksiyonun daha fazla inhibisyon gosterdigi belirtilmistir.

Theodore ve Kristinsson (2007) kedi baligmin farkli hidroliz
dereceleri ile elde edilen hidrolizatlarinin ADE inhibisyon etkilerinin
farkl1 olmadigini, ancak hidrolizatlarin 6nemli derecede inhibisyona
neden oldugunu gostermistir. %5 hidroliz derecesindeki hidrolizatin
%90.6° ik inhibisyona, %15 ve %30 hidroliz derecesindeki
hidrolizatlarin ise sirasiyla %70.0 ve 73.9’luk inhibisyona yol actig1, ve
bu hidrolizatlardan elde edilen suda ¢oziiniir peptitlerinin inhibisyon
degerlerinin ise sirasiyla %75.0, %77.0 ve %89.7 oldugu belirlenmistir.
Suda ¢oziiniir peptitlerin hidrolizattan daha fazla inhibisyon aktivitesi
gostermesi de kiiciik molekiil agirlikli peptitlerin daha etkin oldugu

seklinde yorumlanmastir.

Alaska morina baligi derisinden elde edilen jelatinin sirayla
Alkalaz, Pronaz E ve Kollagenaz ile hidrolize edildigi bir ¢alismada 0.9-
1.9 kDa molekiil agirligina sahip peptitlerin ADE inhibisyonuna neden
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oldugu gosterilmistir. ICsp degerleri sirasiyla 2.6 ve 17.13 uM olan, Gly-
Pro-Leu ve Gly-Pro-Met tripeptitleri izole edilmistir (Byun ve Kim,
2001).

Istiridye proteininin pepsinle hidrolize edildigi bir ¢alismada Val-
Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg-Phe sckansina sahip nonapeptit izole
edilmistir. Bu peptidin ICsg degerinin 66 uM oldugu belirlenmistir. Ayn1
calismada bu peptidin 1stya ve pH’ya karst direncli oldugu da
bulunmustur. Istiridye protein hidrolizatinmn, SHS’ larda SKB
seviyesinde (hem kisa donemli hem uzun doénemli ¢alismalarda)

azalmaya yol agtig1 da gosterilmistir (Wang et al., 2008).

Sardalya baligindan izole edilen Val-Tyr sekansina sahip peptidin
ADE inhibisyonu etkisinin incelendigi ¢calismada (Kawasaki et al., 2000)
bu peptit 4 hafta boyunca oral olarak normal degerlerin biraz {izerinde
kan basinci degerlerine sahip ve ¢ok yliksek kan basinci degerlerine sahip
hastalara verilmis ve her iki grubun da kan basinci degerlerinde 6nemli
azalma go6zlenmistir. Ayrica hastalarda, sentetik ADE inhibitorlerinin

neden oldugu yan etkilerin gozlenmedigi de bildirilmistir.

Domuz sarkoplazmik ve miyofibriler protein hidrolizatlarinin ICs
degerlerinin sirasiyla % 5.3 ve % 3.7 mg oldugu belirtilmistir.
Ultrafiltrasyonla 500 Da’ dan biiylikk ve kiiclik olarak ayrilan
fraksiyonlarin inhibisyon aktivitelerinin miyofibriler protein hidrolizati
icin farkli olmadig1 da bildirilmistir.Bu peptitlerin kandaki proteazlara
kars1 dayanikli oldugu, 3 saatlik enzim uygulamasina karsin aktivitenin
%73.1” ini korudugu da gosterilmistir. Miyofibriler hidrolizatin
intraperitonal olarak SHS’ lara verilmesinin 2 saat sonra kan basinci
seviyesinde azalmaya yol agtig1 da tespit edilmistir (Saiga et al., 2002).
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2.3.1.10.3. Tahil ve baklagil kaynakli ADE inhibitori peptitler

Tahillarin ADE inhibisyonu aktivitesini ele alan c¢aligmalar
arasinda misirin ¢okca incelendigi goriilmektedir (Suh et al., 2003; Kim
et al., 2004a; Kim et al., 2004b; Randhir et al., 2007).

Misir gluteninin farkli enzimlerle hidrolizinin incelendigi bir
calisgmada (Suh et al, 2003), 4 saatlik hidroliz sonrasindaki ICsg
degerlerinin 8 saat sonraki degerlerden daha diisiik oldugu saptanmaistir.
Incelenen enzimler arasinda en yiiksek ADE inhibisyonu aktivitesine yol
acan enzimin bir endo- ve ekzo- peptidaz karisimi olan Flavourzyme
(IC50=0,16 mg protein) oldugu belirlenmistir.

Misir gluteninin Flavourzyme ile hidrolizinden sonra ultrafiltrasyon
membranlariyla fraksiyonlara ayrilmasinin ADE inhibitorii peptit
eldesinde veri artisina neden oldugu belirtilmistir (Kim et al., 2004a).
Hidrolizat ve ultrafiltrasyon fraksiyonlar1 i¢in elde edilen ICso degerleri

Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6. Misir gluteni fraksiyonlarinin ICso degerleri (Kim et
al., 2004a).

Fraksiyon 1Csp (Mg protein)
Hidrolizat - 0.18
Ultrafiltrasyon fraksiyonlar1 <5kDa 0.05

5-10 Da 12.32

>10 kDa 207.33
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del Castillo et al. (2007) glutenin ve gluten-glukoz model
sisteminde elde edilen Maillard reaksiyon iirlinlerinin ADE inhibisyon
aktivitesini arastirmiglar ve 120 ile 150 °C’ de 1s1l islem uygulanan
orneklerin ICsp degerlerinin sirastyla 1.39 ve 1.56 mg/mL oldugunu
belirlemislerdir. Gluten-glukoz model sisteminde ICsy degerlerinin
Maillard reaksiyonunun ilerlemesiyle arttigi saptanmistir. 3000 Da’ dan
bliyiik olan fraksiyonun ICsy degerinin de yaklasik 2 kat daha yiliksek

oldugu bulunmustur.

Glutenin  papain  hidrolizatinin ~ tripsin ~ ve  kimotripsin
hidrolizatindan daha fazla ADE inhibisyonu aktivitesi gosterdigi Saiga et
al.(2002) tarafindan tespit edilmistir. Bu enzimler i¢in ICsy degerlerinin
sirastyla 3.9, 31.2 ve 41.8 mg/100g oldugu belirtilmistir. Gluten
hidrolizatlarinin kan proteazlar1 ile 37 °C’ de 3 saat inkiibe edilmesi

sonucunda aktivitesinin % 91.4’ {inli korudugu bulunmustur.

Sorgum tanelerinden ana depo proteini a-kafirinin izole edildigi bir
calismada (Kamath et al., 2007), kimotripsin hidrolizatlar1 Sephadex G-
25 kolonunda dort fraksiyona ayrilmis ve bu fraksiyonlarin ICsg
degerlerinin 1.3 ile 24.3 pg/mL arasinda oldugu belirlenmistir.

Mung fasulyesi ve pirincin Alkalaz ile hidrolizinden sonraki ADE
inhibisyonu aktivitesinin hidroliz 6ncesi degerlerine gore artis gosterdigi
belirlenmistir. Mung fasulyesinin ADE inhibisyonu aktivitesi %2.49 dan
%76.42 ye, pirincin ADE inhibisyonu aktivitesi ise %1.76 dan %93.27 ye
cikmistir. Hidroliz sonrasi elde edilen hidrolizatlarin 1Csy degerlerinin
sirastyla mung fasulyesi ve piring i¢in 0.621 ve 0.139 mg/mL oldugu
saptanmustir (Li et al., 2005).

Nohut depo proteini leguminin Alkalaz ile hidrolizinden 1Csy degeri
0.18 mg/mL olan hidrolizat elde edilmis ve bu hidrolizat da ICso degerleri
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0.011 ile 0.021 mg/ml arasinda degisen 6 fraksiyona ayrilmustir. inhibitor
etki gosteren bu 6 peptidin de metiyonin igerdigi ve diger hidrofobik

aminoasitlerce de zengin oldugu belirlenmistir (Yust et al., 2003).

Soya proteini  hidrolizatinin  sicaklik, pH gibi  proses
parametrelerine ve gastrointestinal proteazlara karsi stabilitesinin
incelendigi bir ¢alismada (Wu and Ding, 2002), ADE inhibisyonu
aktivitesi gosteren peptitlerin farkli sicaklik ve pH degerlerine oldukca
direncli oldugu belirlenmistir. Enzim uygulamasindan 6nceki ICsq degeri
0.065 mg/mL iken, pepsin ve pankreatin uygulamasindan sonra sirasiyla
0.066 ve 0.073 mg/mL oldugu saptanmistir. ADE inhibisyonundan
sorumlu, sekans1 Asp-Leu-Pro ve Asp-Gly olan iki peptit izole edilmistir.

Vermeirssen et al. (2004), bezelyenin in vitro sindiriminin ADE
inhibisyonunda artisa neden oldugunu géstermistir. Sindirim dncesindeki
ICs0 degerinin 18 mg/mL oldugu, mide ve ince bagirsak sindiriminden
sonra bu degerin swrasiyla 0.117 ve 0.076 mg/mL ye diistigi
belirtilmistir. Bu ¢alismay1 takip eden c¢alismada ise bezelyeden elde
edilen hidrolizatin SHS’ larin kan basinci degerlerinde 44.4 mmHg ik
(%32 lik) bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Vermeirssen et al.,
2005).

Cig ve kavrulmus yer fistiginin enzimatik hidrolizinin ADE
inhibisyonu aktivitesine etkisinin incelendigi bir ¢alismada (Quist et al.,
2009), ¢ig fistigin  hidrolizden sonra RP-HPLC ile ayrilan
fraksiyonlarinin kavrulmus fistiga ait fraksiyonlardan daha fazla ADE
inhibisyonu aktivitesine yol actig1 tespit edilmistir. Pepsin-pankreatin ile
hidrolizinden sonra RP-HPLC ile elde edilen fraksiyonlarin ¢ig ve
kavrulmus yer fistig1 icin ICso degerlerinin sirastyla 7.9- 65.9 pg/mL

e

arasinda ve 11-36 pg/mL arasinda degistigi belirlenmistir.
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2.3.1.10.4. Diger gida kaynakli ADE inhibitori peptitler

Yang et al. (2004), 1spanak yapraklarinin pepsin ve
pepsin/pankreatin hidrolizinin ICs degeri sirasiyla 56 ve 120 pg/mL olan
hidrolizatlarin elde edilmesiyle sonuglandigini gostermistir. Her iki
hidrolizatin da SHS iizerinde antihipertansif etkiye sebep oldugu
belirtilmistir.

Yenilebilir mantar Tricholoma giganteumdan ADE inhibitorii
peptit eldesinin arastirildigi bir ¢alismada sulu ekstraktin (30°C de 3 saat
ekstraksiyon) I1Csy degerinin 0.31 mg oldugu belirlenmistir. Saflagtirma
basamaklarinin ardindan sekansi Gly-Glu-Pro ve ICsy degeri 0.04 mg
olan bir tripeptit izole edilmistir. Bu peptidin pepsin ve tripsin
uygulamasindan sonra aktivitesini sirasiyla %98.5 ve %89 oraninda
korudugu bildirilmistir. SHS iizerinde antihipertansif etkiye sahip oldugu
ve kan basinci degerini 193 mmHg dan 157 mmHg ya diistirdiigl tespit
edilmistir. Ayn1 dozda kaptopiril uygulamasiyla kan basmci degerinin
190 mmHg dan 163 mmHg ya indigi belirtilmistir (Lee et al., 2004).

Brokolinin sulu ekstraktinin %76.9 oraninda ADE inhibisyonu
gosterdigi Lee et al. (2006) tarafindan belirtilmistir. ICso degeri 10.5
pug/mL olan Tyr-Pro-Lys tripeptidi izole edilmistir.

Yumurta akinin pepsinle hidrolizinin yiiksek ADE inhibisyonu
aktivitesine sebep oldugu Miguel et al. (2007) tarafindan in vitro ve in
vivo denemelerle belirlenmistir. /n vitro gastrointestinal sindirim
sonrasinda aktivitede azalma oldugu saptanmis olmasina ragmen, elde
edilen ICsg degerlerinin yine de yiiksek bir inhibisyon potansiyeline isaret
ettigi belirtilmistir. /n vitro sindirimi takiben yumurta aki hidrolizatinin
ve bunun ultrafiltrasyonla ayrilmis olan 3000 Da’ dan kiigiik
fraksiyonunun 1Csp degerlerinin sirastyla 44.00+1.18 pg/mL den
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67.98+2.08 ug/mL ye ve 20.48+0.75 ng/mL den 74.40+£1.16 pg/mL ye
degistigi saptanmistir. 3000 Da’ dan kii¢iik fraksiyonun SHS’ lara oral
yolla uygulanmasimnin SKB degerlerinde 2-4 saat iginde yaklasik 20

mmHglik bir azalmaya yol actig1 belirtilmistir.

Yapilan caligmalarda ayrica yumusak kabuklu kaplumbaga (Chiu et
al., 2006), yenilebilir bocek (Vercruysse et al., 2005; 2008) ve patatesin
(Pihlanto et al., 2008) enzimatik hidrolizi ile elde edilen hidrolizatlarinin
yiiksek ADE inhibisyonuna neden oldugu saptanmustir.



36

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Hammadde

Calismada materyal olarak Izmir’deki bir siipermarketten saglanan
3 farkli markaya ait kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.) , kuru barbunya
(Phaseolus vulgaris L.) ve yesil mercimek (Lens culinaris) kendi i¢inde

pacallanarak kullanilmistir.
3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Proteinleri ¢Oktiirmede kullanilan amonyum siilfat, mikrobiyal
gelisimin izlendigi besiyeri Plate Count Agar (PCA) ve etil asetat Merck,
Darmstadt, Almanya’ dan satin alimmistir. Proteinlerin enzimatik
hidrolizinde kullanilan ticari bir proteaz karisim olan Pronase E (Fluka-
81748); Tris-HCI tamponunun hazirlanmasinda kullanilan Trizma
Hydrochloride (T3253) ve Tris (Cat.: 25,285-9); in vitro sindirimde
kullanilan pepsin (P7000), PIPES [piperazin-NN’-bis(2-ethan-sulfonik
asit)] disodyum tuzu (P3768), pankreatin (P1750), safra ekstrakti
(B8631); ADE (Angiotensin converting enzyme from rabbit lung,
A6778); N-Hippuryl-His-Leu hydrate (H1635); hemoglobin (H2625);
fosfat tamponunun hazirlanmasinda kullanilan phosphate buffered saline
(P4417); Coomassie blue G (B0770) Sigma-Aldrich firmasindan,
sodyum borat tamponu (82633) ve sodyum kloriir (71378) Fluka’ dan, %
85 lik fosforik asit Riedel de Haén firmasindan, etanol ise Carlo Erba
Reagents’ dan almmustir. /n vitro sindirim analizinde ve diyalizde
kullanilan Spectra/Por Dialysis Membrane MWCO:6-8000, Spectrum
Laboratories, Inc., Rancho Dominguez, USA’ dan, proteinlerin enzimatik

hidrolizinden sonra ultrafiltrasyonla fraksiyonlara ayrilmasi igin
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kullanilan Vivaspin 6 model MWCO 3000 ve MWCO 5000
ultrafiltrasyon membranlar1 Sartorius Stedim Biotech GmbH’ den
almmistir.  Analizlerde kullanilan deiyonize su Ege Universitesi
ARGEFAR’ dan tedarik edilmistir. Diger tiim Kimyasal malzemeler

analitik saflikta temin edilmistir.
3.2. Metot
3.2.1. Kullanilan Cihazlar

Kjeldahl Cihazi: Ham orneklerin protein tayinleri Gerhardt

Kjeldatherm marka 6n yakma {initesi ve Gerhardt Vapodest 20 marka

destilasyon iinitesinden olusan diizenek kullanilarak gergeklestirilmistir.

Laboratuvar _Degirmeni: Orneklerin  6giitiilmesi igin Brook

Crompton Series 2000 laboratuvar degirmeni kullanilmistir.

pH-metre:  Tampon  ¢ozeltilerin  hazirlanmasinda,  protein
ekstraktlarinin hazirlanmas: ve uygun analiz ortaminin saglanmasi i¢in
gerekli olan pH ayarlama islemlerinde Sartorius PB-11 pH-metre

kullanilmustir.

Manyetik Karistirici: Cozeltilerin hazirlanmasi, homojen karistirma
saglanmas1 ve diyaliz isleminin gerceklestirilmesi sirasinda Stuart heat-

stir CC162 manyetik karigtiricidan yararlanilmistir.

Santrifiij Cihazi: Protein ekstrakti eldesinde, enzimatik hidroliz

sonras1 hidrolizatin ultrafiltrasyonla farksiyonlara ayrilmasi isleminde ve
faz ayrimmin gerekli oldugu tiim islem basamaklarinda sogutmali
santrifiij cihazi Thermo Scientific IEC CL31R Multispeed Centrifuge

kullanilmustir.
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Hassas Terazi: Tim tartim islemlerinde Denver Instrument, SI-234

terazi kullanilmistir.

Tiip Kanistirici: ADE inhibisyonu aktivitesi analizinde etil asetatla

ekstraksiyon asamasinda gerekli olan kuvvetli karistirma islemi Niive

NM110 tiip karistirict kullanilarak gergeklestirilmistir.

Su_Banyosu: ADE inhibisyonu aktivitesi analizinin uygun
sicaklikta gergeklestirilmesinde ve in vitro sindirim analizinde gerekli
olan c¢alkalamali inkiibasyonun saglanmasinda Clifton 6F3A marka

calkalamali su banyosundan yararlanilmistir.

Inkiibatér: Enzimatik hidroliz Dedeoglu marka inkiibatorde

gerceklestirilmistir.

Otoklav: Hammaddelere 1s1l islem uygulanmasi amaciyla Hirayama
Autoclave, HA-300M (Hirayama Manufacturing Corporation, Tokyo,

Japan) kullanilmistir.

Spektrofotometre: ADE inhibisyonu aktivitesi analizinde protein
tayininde gerekli spektrofotometrik olgtimler Varian Cary 50, UV-
Visible Spectrophotometer ile yapilmustir.

Derin _Dondurucu: -20°C’ de saklanmasi gereken enzim ve

substratlarin ve hemen analize alinmayacak Orneklerin depolanmasinda

Sanyo Medical Freezer kullanilmistir.

El Blendiri: Pigmis 6rneklerin homojenize edilmesinde Arcelik El
Blendir1 K-1253 kullanilmustr.
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Buzdolabi: Uzun silire depolanmayacak o6rneklerin +4°C’ de
saklanmasi i¢in ve diyaliz isleminin +4°C’ de gerceklestirilmesi igin
Argelik marka buzdolabi kullanilmistir.

3.2.2. Analizler

Tiim denemeler 3 tekrar, 2 paralel olarak gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Hammadde Protein Iceriklerinin Belirlenmesi:

Hammadde protein igerikleri Kjeldahl Metoduyla belirlenmistir
(AOAC, 1990).

0.001 g hassasiyetle 1’ er g ornek Kjeldahl tiiplerine tartilmis ve
iizerlerine yaklasik 1.5 spatiil katalizor (1 kg susuz NapSO., 30 g
Cu,S04.5H,0, 15 g saf selenyum bilesiminde) eklenerek 14 mL derisik
H,SO, ilave edilmistir. Yakma iinitesinde 480 °C’ de 2.5 saat siiresince

(berrak yesil renk olusana dek) yakilmistir.

Tiiplerdeki 6rnekler tizerine 50 mL saf su eklenmis ve destilasyon
iinitesindeki yerine yerlestirilmistir. 50 ml % 40’lik NaOH, alkali
pompasi ile tlip icine pompalandiktan sonra buhar acilip 6 dakika
stiresince olusan destilat (yesil renkli) 25 ml borik asit igerisinde

toplanmustir.

Destilat, faktorii bilinen 0.1 N HCI c¢ozeltisi ile yesil renk agik

pembeye donene dek titre edilmistir.

Protein miktarlar1 asagidaki formiile gére hesaplanmistir:
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(S-Sksr) X F x 0.0014 x 6.25
% Protein = x 100
Ornek miktari (g)

F: HCI ¢ozeltisinin faktorii
S: titrasyonda harcanan asit hacmi (mL)

Sksr—= deisik siilfirik aside ait diizeltme faktorii

3.2.2.2. Ham Protein Ekstrakti Eldesi:

Kuru baklagil 6rnekleri oncelikle laboratuvar degirmeninde 60-
mesh boyutunda o6giitiilmiistiir. Ogiitiilmiis 6rnek 9 hacim deiyonize
suyla homojenize edilmis ve 1 M NaOH ile pH 11’e ayarlanarak
proteinler ¢oziinlir forma getirilmistir. 10000xg 20 dak (4 °C) santrifii

islemiyle ¢ozlinmeyen kat1 partikiiller ayrilmistir.

Proteinleri ¢oktliirmek i¢in uygulanabilecek yontemler arasindan
hangi yontemin kullanilacagma yapilan 6n denemeler sonucunda karar
verilmistir. Bunun i¢in izoelektrik ¢oktiirme, notral tuzlarla ¢oktiirme ve

her iki yontemin bir arada uygulanmas1 denenmistir.

[zoelektrik Coktiirme: Protein molekiiliiniin yiizeyi hem pozitif
hem negatif yiiklerle kaplidir. Her proteinin kendisine 0zgii olan
izoelektrik noktasinin (pI) iizerindeki pH degerlerinde, ylizey baskin
olarak negatif yiikle yiikliidiir ve negatif yiiklii gruplar birbirini iterler.
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pI’ nin altindaki pH degerlerinde ise yiizey pozitif yiiklenir ve yine yiikli
gruplar birbirini iterler. pl civarinda negatif ve pozitif yiikler birbirine
esittir ve zit ylkler birbirini ¢eker. Bu noktada molekiillerin birbirine
uyguladigr elektrostatik ¢ekim sonucunda presipitat olusur (Harris and
Angal, 1995). Oncelikle supernatantin pH’s1, Ornegin izoelektrik
noktasina (Cizelge 3.1) 1 M HCI kullanilarak ayarlanmistir. Bu islem
sirasinda manyetik karistirici ile devamli hafif siddette bir karistirma
saglanmistir. Daha sonra karisim 10000xg 20 dak (4 °C) santrifiij
edilerek supernatant ve pelet ayrilmis ve pelet 50 mM fosfat tamponunda

(pH=7.0) ¢oziilmustiir.

Cizelge 3.1. Kuru baklagil 6rneklerinin izoelektrik noktalari (Makri
and Doxastakis, 2007; Hoch et al, 1999).

Kuru fasulye Kuru barbunya Yesil mercimek

pl=4.5 pl=4.5 pl=4.8

Iyonik siddeti arttirarak c¢oktiirme (Notral tuzlarla ¢oktiirme): Bu
yontem proteinin yiizey hidrofobisitesine baglidir. Hidrofobik gruplar
baskin olarak protein molekiiliiniin i¢ yiizeyinde yerlesmistir; fakat bir
kismi ylizeyde gruplar halinde yer alir. Sisteme tuz eklendiginde su
molekiilleri tuz iyonlarm1 ¢ozer ve su molekiilleri protein
molekiillerinden uzaklasir. Boylece hidrofobik bolgeler aciga cikar. Bir
molekiildeki hidrofobik bolge diger molekiildeki hidrofobik bolge ile
etkilesime girer ve agregasyon olusur. En yaygin kullanilan tuz
amonyum siilfattir. Amonyum siilfatin  hangi konsantrasyonda
kullanilacagi proteinin ozelliklerine baghdir. Istenen doygunluga
ulagsmak i¢in ¢ozeltiye eklenmesi gereken amonyum siilfat miktar: ilgili
tablolardan (Ek 1) vyararlanarak bulunabilir. Kurubaklagiller igin
genellikle  kullanilan  %80-90 doygunluk degeridir (Arcan ve




42

Yemenicioglu,2007). Supernatantin hacmi Olgiilerek %90 amonyum
silffat doygunlugu i¢in gereken miktar tablodan saptanmstir.
Supernatanti iceren beher, buzlu su dolu bir kaba konmus ve kap
manyetik karistirici lizerine yerlestirilmistir. Amonyum siilfat yavas
yavas karisima eklenmistir. 1 saat boyunca 4 °C’ de karigtirilmistir.
Karisim 10000xg 20 dak (4 °C) santrifiijlenmis ve elde edilen pelet 50
mM fosfat tamponunda (pH=7.0) ¢ozlilmiistiir (Roe, 2001).

Izoelektrik ¢oktiirme ve iyonik siddeti arttirarak ¢oktiirme
yontemlerinin birlikte uygulanmasi: Iki ¢oktiirme yontemi farkli noktaya
dayandigi i¢in bu iki yontem kombine edilerek verim arttirilabilmektedir
(Harris and Angal, 1995). Bu nedenle ¢oktiirme asamasinda iki yontemin
beraber uygulanmasi denenmistir. Oncelikle supernatanti pH’ s1 drnegin
izoelektrik noktasina ayarlanmis ve karisimi %90 doygunluga getirecek
miktarda amonyum siilfat eklenmistir. 4 °C’ de 1 saat boyunca
karistirmaya devam edilmistir. Siire sonunda karisim 10000xg 20 dak (4
°C) santrifiijlenmis ve elde edilen pelet 50 mM fosfat tamponunda
(pH=7.0) ¢oziilmiistiir.

Cozindirilmis peletten tuzun uzaklastirilmas:  (Desalting):
Amonyum siilfat ile ¢oktiirlilmiis pelet daha sonra tampon c¢ozeltide
tekrar ¢oziindiiriildiigii zaman amonyum siilfat kalintis1 igerir. Bu kalinti
protein tayini gibi daha ileriki basamaklarda problem yaratacag: icin
ortamdan uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in en ¢ok kullanilan
yontem diyalizdir. Protein ¢0zeltisi, belli biiyiikliikkte molekiillerin
gecisine izin veren yari gecirgen bir membran igine yerlestirilir.
Membran uygun bir tampon ¢ozelti ya da saf su i¢ine konarak, membran
icindeki kiiclik molekiillerin osmotik basin¢ farkindan dolay1 diyaliz
ortammna ge¢mesi saglanir. Membranin gegisine izin vermedigi daha

biiyilk molekiiller ise membran icinde kalir. Membranin gozenek
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biliyiikliigli hangi molekiil agirligina sahip molekiilleri gegirecegini
belirler ve NMWC (nominal molecular weight cutoff) ya da MWCO
(molecular weight cut off) ile gosterilir (Harris and Angal, 1995). Bu
caligmada amonyum siilfatin uzaklastirilmasi i¢in ¢ozeltt MWCO 8000
membran i¢ine doldurulmus ve membran saf su dolu beher igine
yerlestirilmistir. Beher manyetik karistiric1 iizerine konmus ve diizenek
buzdolabina yerlestirilmistir. 4 °C’ de 24 saat diyaliz edilmistir. Elde

edilen diyalizat hemen analize alinmayacaksa -40 °C’ de saklanmistir.

Ug ¢oktiirme yonteminden elde edilen protein ekstraktinda protein
tayini yapilmis ve en fazla proteinin kombine yontemde elde edildigi
belirlendigi icin, calisma boyunca protein ekstrakti eldesi kombine

yontem uygulanarak gerceklestirilmistir.

2.2.2.3. Proteinlerin Enzimatik Hidrolizi:

Proteinlerin enzimatik hidrolizi del Castillo et al. (2007) tarafindan
Onerilen yonteme gore gerceklestirilmistir. 1 g ornek iizerine 7 ml 20
mM  Tris-HCI tamponu (0,75 U/mL Pronase E iceren pH=8.0)
eklenmistir. Ayrica mikrobiyal gelisimin dnlenmesi i¢in % 0,05 oraninda
potasyum sorbat ilave edilmistir. Karisim kuvvetlice ¢alkalandiktan sonra
37 °C’ de 40 s. inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda reaksiyonun
bitirilmesi i¢in tlipler buzlu su banyosuna daldirilmistir. Tiipler daha
sonra 10000xg 10 dak santrifiijlenmistir. Elde edilen supernatant protein

hidrolizati olarak kodlanmustir.

3.2.2.4. Enzimatik Hidroliz Sirasinda Mikrobival Gelisimin

Izlenmesi:

Calisilan hammaddelerin belli bir baslangic mikrobiyal yiikii

vardir. Enzimatik hidroliz sirasinda bu yiikiin artmamasi ve mikrobiyal
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gelisimin olmamasi istenmektedir.  Proteinlerin enzimatik hidrolizi
sirasinda mikrobiyal gelisim olmasi, proteolitik aktiviteye yol agacagi
icin istenmeyen yeni peptitlerin olusumuna neden olabilecektir.
Inkiibasyon sirasinda mikrobiyal kontaminasyon olup olmadigi, dékme
plak yontemiyle PCA kullanilarak izlenmistir. Bunun i¢in inkiibasyonun
baslangi¢ aninda ve 24 saat sonra ekim yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Enzimatik hidroliz sirasindaki ekim sonuglart
A: enzimatik hidroliz 6ncesindeki ekim sonuglari, B: enzimatik hidrolizin 24. saatindeki
ekim sonuglari; 1: Barbunyaya ait sonuglar, 2: Fasulyeye ait sonuglar, 3: Mercimege ait

sonuglar.

Sekil 3.1 den goriildiigii gibi, potasyum sorbat ilavesiyle,
mikrobiyal {ireme baskilanmis ve mikrobiyal {iremeye bagh

gerceklesebilecek peptit olusumu engellenmistir.
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3.2.2.5. Protein Hidrolizatlarinin Fraksiyonlara Avyrilmasi:

Enzimatik hidrolizden elde edilen protein hidrolizat1 3000 MWCO
membran kullanilarak 4°C’ de 7500xg 90 dak santrifiij edilmis ve
molekiil agirligi 3000 Da’ dan kiiciik ve biiylik olmak {izere 2 fraksiyon
elde edilmistir. Retentat 5000 MWCO membran kullanilarak 4°C’ de
7500xg 20 dak santrifiijlenmis ve filtratta molekiil agirligr 3000 ile 5000
Da arasi olan ve retentatta molekiil agirligt 5000 Da’ dan biiyiik olan
fraksiyonlar elde edilmistir. Fraksiyonlar hemen analize alinmayacaksa
-40°C’ de saklanmustir.

3.2.2.6. Isil islem Uygulamast:

Biitiin haldeki kuru baklagil taneleri 1:3 (w/v) oraninda distile
suyla birlikte 15 dak, 30 dak ve 50 dak boyunca 121.1 °C’ de

otoklavlanmustir.

3.2.2.7. Isil Islem Uygulanmis Kuru Baklagillerden Protein
Ekstrakt1 Eldesi:

Isil islem uygulanmig 6rnekler el blendir1 yardimiyla homojenize
edilmistir. Bu homojenattan proteinlerin ekstrakte edilmesinde ham
orneklerde kullanilan ve daha o©nce bahsedilen kombine ydntem

prosediirii izlenmistir. Bu prosediir Sekil 3.2 de 6zetlenmistir.
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Pismis ornege ait 20 g homojenat
80 mL saf su ekleme ve karistirma
1 M NaOH ile pH=11" e ayarlama
10000xg 20 dak (4°C) santrifiij
Supernatantin pH’ sinin 1 M HCl ile 6rnegin pI’ na ayarlanmasi
(NH4)2SOy ile %90 doygunluga getirme
1 saat karistirma (4°C)
10000xg 20 dak (4°C) santrifiyj
Peletin 50 mM fosfat tamponunda (pH=7.0) ¢6ziilmesi
24 saat diyaliz (4°C)

Sekil 3.2. Isil islem uygulanmis 6rneklerden protein ekstrakt: elde

etme yontemi

Diyaliz sonrast bulaniklik olusmugsa 10000xg 10 dak (4°C)
santrifiij edilerek ¢oziinmeyen kisimlar (denatiire protein vb.)
uzaklagtirilmistir.

3.2.2.8. in vitro Sindirim:

Insandaki sindirim prosesinin modellenmesi i¢in Gil-lzquierdo et
al. (2002)’ un yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. Isil islem

uygulanmis 6rneklere ait homojenattan 10 g alinarak 20 mL saf su ilave
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edilmis ve 1 M HCI kullanilarak karistmin pH s1 2’ye ayarlanmustir. 1
mL pepsin ¢ozeltisi (4 g pepsin/100 mL 0.1 N HCI) eklenmis ve
calkalamali su banyosunda (200 rpm) 37°C’ de 2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 5 mL 1 M NaOH
eklenmistir. Karisim santrifiij edilerek partikiillerden arindirilmis ve daha
sonra 5000 MWCO membran kullanilarak sindirim enzimlerinin
ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir. Mide diyalizatin1 olusturan filtrat

ayrilmistir.

Bagirsak diyalizatinin elde edilmesi i¢in mide sindirimi aynen
uygulanmis ve 37°C’ deki inkiibasyondan sonra ortama 20 mL (0.15 N)
PIPES tamponu igeren diyaliz torbasi yerlestirilmistir. inkiibasyona
yarim saat daha devam edilmis, siire sonunda 5 mL pankreatin/safra
karigimi (0.5 g pankreatint3 g safra ekstrakti/250 mL 1 N NaHCO3)
eklenmistir. 37°C° de 2 saat daha inkiibe edildikten sonrasinda
reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in tiipler kaynar su banyosunda 10 dak
bekletilmigtir. Oda sicakligina sogutulduktan sonra diyaliz torbalar
¢ikarilmis ve saf suyla yikanmustir. Diyalizat, sindirim enzimlerinin
uzaklastirilmasi i¢in 5000 MWCO membrandan gegirilmistir.

Hemen analize alimmmayacak olan mide ve ince bagirsak

diyalizatlar1 -40°C’ de saklanmustir.

3.2.2.9. ADE Inhibisyonu Aktivitesinin Belirlenmesi:

Orneklerin ADE inhibisyonu aktivitesi Theodore and Kristinsson
(2007) ve del Castillo et al. (2007) tarafindan 6nerilen yontem ufak bir

modifikasyonla uygulanmistir.
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ADE reaktifi: 25 mU/mL konsantrasyonunda ADE ¢ozeltisi

hazirlanmustir.

Substrat: 5mM Hip-His-Leu ve 0,3M NaCl, 50 mM sodyumborat
icinde ¢oziiliip 1 M NaOH ile pH’ s1 8,3 e getirilerek hazirlanmustir.

Analiz dortli deney tiipii diizenegine gore gergeklestirilmistir.
1. tiip: 100 uL. ADE + 40 pL deiyonize su

2. tiip: 140 pL deiyonize su

3. tiip: 100 uL ADE + 40 uL izolat

4. tiip: 40 uL izolat + 100 pL deiyonize su

Hazirlanan deney tiipleri 37 °C’ de 5 dak. inkiibe edildikten sonra
tizerlerine 100 pL substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Ayn1 sicaklikta 30 dak
daha inkiibasyona devam edilmistir. Siire sonunda reaksiyonun
sonlandirilmast i¢in 150 uL 1 M HCI deney tiiplerine eklenmistir.

Tiiplere 1000 pL etil asetat ilave edilmis ve tlipler vortexlenmistir.
Tiip icerikleri 1500xg 15 dak santriflij edilmistir. Santrifiijden sonra
supernatantlardan 750 pL alinarak temiz cam beherlere konmustur.
Beherler kaynar su banyosuna yerlestirilmis ve etil asetat ugurulmustur
(yaklagik 15 dak). Etil asetatin uzaklastirilmasindan sonra tiiplerde kalan
katt Hipurik asit 2 mL deiyonize suyla ¢ozilmis ve 228 nm’ de
absorbansi Olgiilmiistiir. % ADE inhibisyonu asagidaki formiile gore

hesaplanmistir:

ADE Inhibisyonu (%) = 100 — {100 x (C — D) / (A — B)}
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A = ADE + deiyonize suyun absorbansi
B = deiyonize suyun absorbansi
C = ADE + izolatin absorbansi

D = deiyonize su + izolatin absorbansi

Inhibisyon aktivitesi %50 den fazla bulunan &rneklerde uygun
diliisyonlar hazirlanarak farkli protein konsantrasyonlarinda inhibisyon
aktivitesi Ol¢lilmiistiir. GraphPad Prism Version 5.01 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA) paket programi ile orneklere ait 1Cs
degerleri hesaplanmistir. Hesaplamanin temeli doz-inhibisyon egrisi
olusturularak ADE’in aktivitesini %50 oraninda azaltmak i¢in gerekli
olan 6rnek konsantrasyonunun belirlenmesine dayanmaktadir. Ornek
konsantrasyonunun logaritma degerine karsilik % ADE inhibisyonu
grafige yerlestirilir. Asagidaki 4 parametreli denklemin ¢éziimlenmesi ile
ICso degeri hesaplanir. Ek 2° de ICso degerinin hesaplanmasina ait bir

ornek verilmistir.

mak — min

y=min +
1+10(X-|0g |C50)
y= % ADE inhibisyonu aktivitesi
X= 0rnek konsantrasyonunun logaritmasi
mak= inhibisyon aktivitesinin %100 oldugu dogrusal seviye

min= inhibisyon aktivitesinin sifir oldugu plato
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Burada dikkat edilmesi gereken nokta, denklemde yer alan 1Cs
degerinin, enzimin aktivitesini %50 oraninda azaltmak i¢in gerekli olan
degerle birebir ortlismeyebilecegi gercegidir. Buradaki ICsy degeri, mak
ve min degerlerinin tam orta noktasina karsilik gelen bir yerdedir. Bu
nedenle ADE inhibisyon kapasitesinin bir ifadesi olan 1Csy degerinin
belirlenmesinde, y= 50 i¢in denklem ¢6ziimlenmistir. Dort farkli
konsantrasyon igin, 3 tekrar deneme i¢in elde edilen verilerle grafik
cizdirilerek Orneklerin ICso degerleri belirlenmistir. Ek 3° te 1Cs
degerlerinin belirlenmesi igin ¢izilen doz-inhibisyon egrilerine ait drnek

goriilmektedir.

3.2.2.10. Orneklerin Protein Iceriklerinin Belirlenmesi:

UV Bolgede Absorbans Olgiimii: Hidrolizat fraksiyonlarmin ve in
vitro sindirim sonucunda elde edilen diyalizatlarin protein igeriklerinin
belirlenmesinde UV boélgede absorbanslarin dlglilmesi prensibine dayali
spektrofotometrik yontem kullanilmistir (Haris and Angal, 1995). Bu
yontem ¢ogu proteinin, tirozinin fenolik grubu ve triptofanin indol
grubuna bagli olarak 280 nm’ de maksimum absorbans vermesine
dayanmaktadir. Protein ¢6zeltisinin absorbansi 280 nm’ de ve 260 nm’ de
Ol¢iilmiis ve asagidaki denklemden yararlanilarak protein miktari

belirlenmistir.
Protein (mg/mL)= (1.55 X Azgo) — (0.76 X Azeo)

Bradford Yontemi: Isil islem uygulanmis 6rneklerin ve ham protein
ekstraktlarinin protein miktarlart Bradford yontemi ile saptanmistir
(Harris and Angal, 1995).



o1

Yontem, uygun kosullarda proteinlerin asidik ve bazik gruplarinin
organik boyalarin dissosiye gruplariyla renkli presipitat olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Boyanin baglanmasi, maksimum absorbans
verdigi noktanin 465 nm’ den 595 nm’ ye kaymasina yol agar ve bu dalga
boyunda boya ile protein kompleksinin olusturdugu mavi rengin
absorbansi 6l¢iiliir. Yontem, Harris and Angal (1995)’ in 6nerdigi sekilde
ancak bazi modifikasyonlar gerceklestirilerek uygulanmistir. 100 pL
ornek iizerine 2 mL Bradford reaktifi eklenmis ve 10 dak. oda
sicakliginda inkiibasyondan sonra deiyonize suyla hazirlanmis kore kars
595 nm’ de absorbansi Olgiilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis hemoglobin standardiyla c¢izilen kalibrasyon grafiginden
yararlanarak Ornekteki protein miktar1 belirlenmigtir. Sekil 3.3° te

kalibrasyon grafigi verilmistir.

y=1,3243x+ 0,0557
R2=0,9683

0.8 ~ /
Ny .~
0.4 - /
0,2 /
Pl

0

1.2

1

Absorbans

0 0,2 0.4 0,6 0,8

Protein konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.3. Bradford reaktifine ait kalibrasyon grafigi.
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Bradford reaktifinin hazirlanmasi: 20 mg Coomassie blue G-250
tartilarak temiz bir balon jojeye aktarilmistir. 10 mL %95’ lik etanol ve
20 mL %385’ lik fosforik asit karistirilip boyanin iizerine eklenmis ve
hacim 200 mL’ ye saf suyla tamamlanmistir. Manyetik karistirici
kullanilarak ¢oziinme gergeklestirilmistir. 2 kez filtre edildikten sonra

koyu renkli siseye alinarak kullanilincaya kadar 4°C” de saklanmustir.

3.2.2.11. istatistiksel Analiz:

Kurubaklagillerin protein miktarlar1 arasinda, drneklerin 1s1l iglem,
in vitro sindirim ve enzimatik hidrolizi takiben saptanan ADE inhibisyon
kapasiteleri arasinda ve 1s1l islem, in vitro sindirim ve enzimatik hidroliz
sonrasinda belirlenen ICso degerleri arasinda fark olup olmadig1 varyans
analizi (ANOVA) ile saptanmis ve farklilik SPSS for Windows (Version
10.0) paket programi kullanilarak % 95 giiven araliginda Tukey testi ile

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kuru Baklagillerin Protein Icerikleri

Kuru fasulye, barbunya ve mercimegin protein igerikleri Cizelge
4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kuru baklagillerin protein igerikleri.

Kuru baklagiller Protein (g/100 g)”
Kuru fasulye 21,03 + 0,952

Kuru barbunya 21,07 +0,1°

Yesil Mercimek 25,07 £ 0,12b

*Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig:r ifade

etmektedir (p<0.05).

Yesil mercimegin protein iceriginin kuru fasulye ve barbunyadan

daha yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05).

de Almeida Costa et al. (2006), bezelye, nohut, fasulye ve
mercimekle yapmis oldugu ¢alismada bu gidalarin protein igeriklerinin
18.5 ile 21.9 g/100 g arasinda degistigini saptamistir. Cig fasulye ve ¢ig
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mercimegin 209 ve 20.6 g/100 g protein icerdigi belirlenmistir.
Calismamizin sonuglar1 fasulye igin bu bilgilerle uyusmaktadir; ancak
mercimek i¢in buldugumuz deger farklidir. Bu farkliligin sebebi tiirler
arasindaki olas1 varyasyon olabilir. Bahsedilen ¢alismada kullanilan
fasulyenin Phaseolus vulgaris L. cv. IAC carioca Ete” ve mercimegin
Lens culinaris Med.cv. Silvina oldugu belirtilmektedir. Calismamizda
kullandigimiz materyal ise Phaseolus vulgaris L. cv. Dermason ve Lens
culinaris Med. cv. Sultani’ dir.

4.2. Protein Ekstrakti Eldesi

Cig orneklerden ve 1s1l islem gérmiis 6rneklerden protein ekstrakti
elde edilmesinde hangi yontemin kullanilmasinin daha uygun olduguna
karar verilmesi i¢in izoelektrik ¢oktiirme, amonyum siilfat ile ¢oktiirme
ve iki yontemin bir arada uygulanmasi denenmistir. Cizelge 4.2 de 30
dakika 1s1l igslem uygulanmig barbunyadan {i¢ farkli yontemle elde edilen

ekstraktlarin protein miktarlart verilmistir.

Cizelge 4.2. 30 dakika 1s1] islem uygulanmis barbunyadan farkl

¢oktiirme yontemleriyle elde edilen ekstraktlarin protein igerikleri

Coktlirme yontemi Protein (mg/mL)
Izoelektrik (pl) ¢oktiirme 0,1463
(NH,4),S0;, ile ¢oktiirme 0,1598

Izoelektrik ¢oktiirme + (NH,),SO, ile ¢oktiirme 0,1752




55

Kuru baklagillerden protein ekstrakti ya da protein izolatinin elde
edildigi c¢alismalar incelendiginde genellikle izoelektrik ¢oktiirme
kullanildig1 goriilmektedir (Adebowale and Lawal, 2003; Adebowale et
al., 2007; Mwasaru et al., 1999; Pedroche et al., 2002; Tang, 2008).
Ancak amonyum siilfat ile ¢oktiirmenin uygulandig1 ¢aligmalar da vardir
(Arcan ve Yemenicioglu, 2007). Ayrica kimi durumlarda sadece tek bir
¢oktiirme yontemindense farkli yontemlerin bir arada kullanilmasinin
daha iyi sonug verebilecegi belirtilmektedir (Harris and Angal, 1995; ).

Cizelge 4.2 den gorildiigli tlizere izoelektrik c¢oktiirme ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesi beraber uygulandiginda daha fazla protein

elde edilmistir.

4.3. Proteinlerin Enzimatik Hidrolizi

Bir gidadaki proteinlerin enzimatik hidrolizi takiben molekiil
agirliklarina gore ayrilmasi ve bu fraksiyonlarin ADE inhibisyon
kapasitelerinin saptanmas1 her ne kadar proteinlerin insan sindirim
sistemindeki hidroliziyle bagdasmasa da gida endiistrisi agisindan
onemlidir. Enzimatik hidrolizle elde edilen ADE inhibisyon kapasitesi,
gidanin sahip olabilecegi en yiiksek inhibisyon kapasitesinin bir
gostergesidir. Ayrica molekiill agriliklarina gore ayrilmig protein
fraksiyonlarinin ADE inhibisyon kapasitesinin belirlenmesi ve yiiksek
ADE inhibisyona sahip fraksiyonun izolasyonu ve saflastirilmasi
miimkiin olabilmektedir. Boylece yiiksek ADE inhibisyonu kapasitesine
sahip protein izolatlar1 gida endiistrisinde fonksiyonel gida bileseni
olarak kullanilabilecektir.
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Cizelge 4.3’ te kuru baklagillerin enzimatik hidrolizden énce ve
enzimatik hidrolizden sonra ultrafiltrasyonla ayrilmis fraksiyonlarinin

protein miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 4.3. ten goriildigii gibi enzimatik hidroliz sonrasinda elde
edilen fraksiyonlarin protein igerikleri toplami baglangi¢ Ornege gore
oldukca diislik olarak saptanmistir (p<<0.05). Kuru baklagillerin hidroliz
verimleri karsilagtirlldiginda ise en yiiksek verimin fasulyede elde
edildigi belirlenmistir (p<<0.05). Hidroliz sonrasinda elde edilen verimin
diisiik olmasi ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilir. Bu nedenler arasinda
kuru baklagil proteinlerinin vicilin ve legumin gibi globiiler proteinlerden
olusmasi ve enzimlerin bu tip proteinlere etkisinin sinirli olmasi ve/veya
enzimlerin proteinler lizerindeki etkisini arttirmak amaciyla 1s1l islem vb
gibi herhangi bir 6n islem uygulanmamasi sayilabilir. Misir gluteninden
ADE inhibitorii peptit elde edilmesinde, gida matriksinden oncelikle
nisastay1 uzaklastirmanin daha verimli bir proses oldugu belirlenmistir
(Kim et al., 2004). Calismada Oncelikle nisasta hidroliz edilmis ve
yikanarak uzaklastirilmis, daha sonra enzimatik hidrolizle protein
parcalanmistir. Bu sekilde hem protein eldesinde hem de inhibisyon
aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir. Ayrica, yapilan arastirmalar
hidroliz dncesinde enzimin etkinliginin arttirilmasi agisindan 1s1l islemin
yararli bir uygulama oldugunu gostermektedir (Kim et al., 2004; da Costa
et al., 2007; Ovissipour et al., 2008; Cui et al., 2009). Ancak ADE
inhibisyon aktivitesi agisindan 6nemli olan, toplam protein miktarindan

cok elde edilen fraksiyonda biyoaktif peptitlerin var olmasidir.



Cizelge 4.3. Kuru baklagillerde enzimatik hidroliz 6ncesinde belirlenen protein miktari ve enzimatik hidroliz

sonrasinda elde edilen fraksiyonlarin protein miktarlar

Protein miktar1” (mg/ml)
Kuru Hidrolia Fraksiyonlar Hidroliz
baklagiller dncesi MA<3000 | 3000Da< | MA>5000 | Toplam | Verimi(%)
Da MA < 5000 Da
Da

Fasulye 29.58+1.58% | 1.1397+£0.08 | 1.1715+0.02 | 1.1521+0.03 | 3.4633° | 11.72+0.28"
Barbunya 30.06+0.20% | 1.0212+0.02 | 1.1088 +£0.01 | 1.1501 £0.04 | 3.2801° | 10.91+0.16°
Mercimek 36.05+0.55% | 1.1908 £0.01 | 1.1725+0.01 | 1.1804+0.05 | 3.5437° 9.83+0.07°

“ Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Aymni satirdaki farkli kiigiik harfler istatistiksel anlamli farklilig ifade etmektedir (p<0.05).

Ayn siitundaki farkli biiyiik harfler istatistiksel anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0.05).
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Cizelge 4.4’ te kuru baklagillerden enzimatik hidroliz sonrasinda

ultrafiltrasyonla  molekiil  agirliklarina  goére  ayrilan  protein
fraksiyonlarinin ADE inhibisyon etkileri goriilmektedir.
Cizelge 4.4. Enzimatik hidroliz sonrasinda elde edilen
fraksiyonlarin ADE inhibisyon aktiviteleri
Fraksiyon % ADE inhibisyonu aktivitesi*
Fasulye Barbunya Mercimek
MA<3000 Da 100.22+1.97% | 91.94+14.55% | 91.37+2.34°
3000 Da<MA<5000 Da | 73.02+32.56° | 89.44+11.51% | 100.44+7.69
MA>5000 Da 89.95+10.50* | 89.15+17.68%* | 99.36+0.91°

* Degerler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.
Ayni siitundaki farkli kiiciik harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi ifade
etmektedir (p<0.05).

Fasulyenin enzimatik hidrolizden sonra ultrafiltrasyonla elde
edilmis olan fraksiyonlar1 i¢inde molekiil agirligi 3000 ile 5000 Da
arasinda olan fraksiyonunun %ADE inhibisyonu aktivitesinin daha diisiik
oldugu (%73.02) belirlenmistir (p<0.05). Barbunya ve mercimegin ise
tiim fraksiyonlarinin benzer %ADE inhibisyonu aktivitesine sahip oldugu
tespit edilmistir (p>0.05). Orneklerin molekiil agirliklarina gore ayrilmis
olan fraksiyonlarmin %ADE inhibisyon aktivitelerinin de birbirinden
farkli olmadig goriilmiistiir (p>0.05).
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Cizelge 4.5° te kuru baklagillerden enzimatik hidroliz sonrasinda
ultrafiltrasyonla  molekiil  agirliklarina  gbére  ayrilan  protein

fraksiyonlarinin ICsg degerleri goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Enzimatik hidroliz sonrasinda elde edilen fraksiyonlarin ICsg

degerleri

Fraksiyon Fasulye ICx Barbunya 1Cs Mercimek I1Cx
(ug protein/mL)” (ug protein/mL)” (ug protein/mL)”

MA<3000 74.87 + 3.52%4 81.66 + 7.55%" 91.85 + 26.54**

3000<MA<5000 | 70.52 +2.46*" 62.05 +9.10°* 106.54 + 15.21*B

MA>5000 53.95+ 1.25°* 43.66 + 0.40%° 49.92 +9.42°48

*Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade etmektedir
(p<0,05).

Ay siitundaki farkl: kiigiik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig ifade etmektedir
(p<0.05).

Fasulyenin enzimatik hidroliz fraksiyonlarinin ICsg degerlerinin
53.95 ile 74.87 pg protein/mL arasinda degistigi goriilmektedir (Cizelge
4.4). Tim fraksiyonlarin oldukg¢a yiikksek ADE inhibisyonu aktivitesine
sahip oldugu saptanmakla birlikte en yiiksek ADE inhibisyonu aktivitesi
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molekiil agirligt 5000 Da iizerinde olan fraksiyon i¢in elde edilmistir
(p<0.05).

Barbunya ve mercimegin enzimatik  hidrolizden  sonra
ultrafiltrasyonla ayrilmis fraksiyonlarinin [Csy degerlerinin sirasiyla
43.66 ile 81.66 pg protein/mL ve 49.92 ile 106.54 ng protein/mL

arasinda oldugu belirlenmistir.

Her ii¢ 6rnegin hidrolizatlarina ait fraksiyonlarin énemli diizeyde
ADE inhibisyonu aktivitesine sahip oldugu soylenebilir. Kim et al.
(2004), misir gluten hidrolizatin1 ultrafiltrasyonla molekiil agirligi 5000
Da’ dan kiigiik, 5000 Da ile 10000 Da arasinda ve 10000 Da’ dan biiyiik
olmak {izere ii¢ fraksiyona ayirmis ve bu fraksiyonlarin 1Csy degerlerinin
sirastyla 0.05, 12.32 ve 207.33 mg protein oldugunu saptamistir. Bizim
calismamizda elde ettigimiz degerler, bu ¢alismadaki en aktif fraksiyona

oldukg¢a yakindir.

Nohut proteini leguminin alkalazla hidrolizi sonucu elde edilen
hidrolizatin ICso degerinin 180 pg/mL oldugu bulunmustur (Yust et al.,
2003). Hidrolizatin zit faz kromatografisiyle 6 fraksiyona ayrilmasi
sonucunda ICspdegeri 11 ile 21 pg/mL arasinda degisen fraksiyonlar elde
edilmistir (Pedroche et al, 2002; Yust et al., 2003).

Wu and Ding (2002), soya proteininin alkalaz ile hidroliz sonucu
elde edilen hidrolizatin ICsq degerinin 340 pg/mL oldugunu bildirmistir.
Hidrolizatin ultrafiltrasyon ile molekiil agirliklarina gore ayrilmig
fraksiyonlarindan 5000 Da altinda olan fraksiyonun ICsy degerinin 120
ug/mL, 5000-10000 Da arasinda olan fraksiyonun [Csq degerinin 180
pug/mL ve 10000-20000 Da arasinda olan fraksiyonun ICsg degerinin 260
ug/mL oldugu saptanmistir. Bizim ¢alismamizda fasulye, barbunya ve
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mercimek i¢in tespit ettigimiz ICsy degerlerinin soya fasulyesi i¢in elde

edilen degerlerden daha diisiik olmas1 6nemli bir bulgudur.

Saflastirilmis B-laktoglobulinin tiriptik hidrolizatinin
ultrafiltrasyonla fraksiyonlara ayrilmasi sonucu molekiil agirligi 3000
Da’ dan kiiciik olan fraksiyonun ADE inhibisyon yiizdesinin daha fazla
oldugu tespit edilmis ve ICsy degerinin 130 pg/mL oldugu belirtilmistir
(Mullally et al., 1997).

Vermeirssen et al (2005), bezelye hidrolizatinin ICso degerinin 70
pg/mL oldugunu belirtmistir. Bu sonu¢ kuru baklagiller icin elde

ettigimiz ICso degerleriyle uyumludur.

Yer fistiginin alkalaz ile hidrolizinin ¢ig yer fistigi i¢in 1Cs
degerinin 8.7 ile 122 pg/mL arasinda, kavrulmus yer fistig1 i¢cin 12 ile

235 pg/mL arasinda degistigi gosterilmistir (Quist et al., 2009).

del Castillo et al.(2007), glutenin 120 °C’ de 45 dakika, 150 °C’ de
30 dakika 1s1l islem uygulanmasiyla elde edilen Maillard reaksiyonu
tirlinlerinin ICsg degerlerinin sirastyla 139 ve 156 pg/mL oldugunu tespit
etmigtir.  Ultrafiltrasyonla  molekiil agirliklarina  gore  ayrilan
fraksiyonlardan MA 3000 Da iizerinde olan fraksiyonun ICsg degerinin

yaklagik olarak 2 kat daha fazla oldugu belirtilmistir.

Yapilan galismalar daha ¢ok diisiik molekiil agirlikli peptitlerin
ADE inhibisyon aktivitesi gosterdigini kanitlar niteliktedir. Oysa
caligmada elde ettigimiz sonuglar molekiil agirligi 5000 Da’un tizerindeki
fraksiyonlarin daha fazla aktivite gosterdigi yoniindedir. Fasulye,
barbunya ve mercimek i¢in elde edilen sonuglar molekiil agirligi 5000 Da
lizerinde olan fraksiyonun daha yiiksek ADE inhibisyonu aktivitesine
sahip oldugunu gostermistir (p<0.05). Fasulye ve mercimegin MA 3000
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Da’ dan kii¢iik ve 3000 ile 5000 Da arasinda olan fraksiyonlarinin benzer
oldugu tespit edilmistir (p>0.05).

Cogu calisma molekiil agirhg ile ADE inhibisyonu aktivitesi
arasinda zit yonlii bir iliski oldugunu gosterse de, ADE inhibitori
peptitler i¢in asil vurgulanan, molekiiliin karboksil ucunda prolin gibi
polar aminoasitlerin yer almasidir (Korhonen and Pihlanto, 2006;
Hartmann and Meisel, 2007). Prolince zengin proteinler ya da peptitlerin
antihipertansif peptitlerin 6nciisli oldugu tahmin edilmektedir (Kamath et
al., 2007). Ayrica Yust et al. (2003), metiyonin iceren peptitlerin ADE
inhibisyonu aktivitesi gosterdigini vurgulamuistir. Baklagillerin kiikdirt
iceren aminoasitlerce zengin olmasi (Whitney et al.,1990) ¢alismada elde
ettigimiz  yliksek ADE inhibisyonu aktivitesinin  kurubaklagil
proteinlerinin bilesiminde bulunan metiyoninden kaynaklanabilecegi

goriisiinti desteklemektedir.

4.4. TIsil islemin ADE inhibisyonu Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bu asamada gidanin yapisinda inaktif halde bulunan biyoaktif
peptitlerin gida isleme sirasinda agiga ¢ikabilecegi savindan yola ¢ikarak,
kuru baklagillere uygulanan 1sil islemin ADE inhibitorii biyoaktif
peptitler tlizerine etkisi arastirilmistir. Bir diger neden ise kuru
baklagillerin herhangi bir 1s1l islem uygulanmadan tiiketimlerinin

mumkin olmamasidir.

Kuru fasulye, barbunya ve yesil mercimegin 121.1 °C’ de 15, 30 ve
50 dakika siirelerince pisirilmesinin ADE inhibisyonu iizerine etkisi ¢ig
orneklerle karsilastirmali olarak  Sekil 4.1° de verilmistir. Ancak
buradaki inhibisyon degerleri islem kosullar1 nedeniyle ¢ig drneklerde 10
g lizerinden, pismis Orneklerde ise 5 g iizerinden (pisme sirasinda

gerceklesen hacim artist nedeniyle) belirlenmistir.
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Sekil 4.1. A) Fasulyeye, B) Barbunyaya, C) Mercimege uygulanan farkli 1s1l
islem parametrelerinin ADE inhibisyonu aktivitesi lizerine etkisi.
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Isil islem uygulanmis fasulye, barbunya ve mercimekte, ICs
degerinin belirlenmesi i¢in kullanilan modele uygun %350’ nin {izerinde
inhibisyon verisi elde edilememistir. Bu nedenle bu ornekler igin ICs
degeri yerine % inhibisyon kapasiteleri  belirlenmis ve sonuglar
inhibisyon kapasiteleri tizerinden yorumlanmustir.

Barbunya ve mercimekten farkli olarak ¢ig kuru fasulyenin ADE
inhibisyonu aktivitesi (Sekil 4.1.A) 50 dakika 1s1l islem uygulanmis kuru
fasulyenin ADE inhibisyonu aktivitesi ile benzer bulunmustur (p>0.05).
15 dakika 1s1l islem uygulanmis 6rnegin ADE inhibisyonu aktivitesinde
azalma saptanmis (Sekil 4.1.A); ancak ¢ig kuru fasulyenin ADE
inhibisyonu aktivitesinden farkli bulunmamistir (p>0.05). 30 dakika 1s1l
islem uygulamasi ise ADE inhibisyonu aktivitesinde énemli azalma ile

sonuglanmistir (p<0.05).

Literattirde Phaseolus tiirleri proteinlerinin baslica, bir glikoprotein
olan vicilin (MA 150-250 kDa) ve daha diisiik oranda leguminden (MA
20-40 kDa) olustugu belirtilmektedir. Phaseolus tiirlerine uygulanan 1sil
islemin proteinde yeni disiilfit kopriileri olusumuna neden oldugu ve
dolayisiyla jellesme kapasitesinin degistigi belirtilmistir (Tang, 2008). 15
ve 30 dakika uygulanan 1sil islemi takiben kuru fasulyenin ADE
inhibisyon kapasitesinin azalmasi, protein yapisinda 1sil isleme baglh
olarak gergeklesen ¢apraz baglar (yeni S-S bag olusumu vb) nedeniyle
protein molekiiliiniin 6zelliginin degismesinden kaynaklanmig olabilir.
Cui et al. (2009), sicaklikla birlikte protein molekiiliinde bulunan S-H
baglar1 seviyesinin azalirken S-S baglar1 seviyesinin arttigini belirtmistir.
Genellikle distilfit baglarinin proteinin konformasyonunu stabilize ettigi
ve termodinamik stabilitesini gelistirdigi diisiinlilmektedir. Bu baglamda,
1s1l iglemin etkisiyle yeni disiilfit baglarinin olusumunun proteinin

parcalanmasint ve dolayisiyla protein sekansinda bulunabilecek ADE



65

inhibitéri  peptitlerin =~ ac¢iga  ¢ikmasimmi  engellemis  olabilecegi
distintilmektedir. Kuru fasulyenin kiikiirt iceren aminoasitlerce zengin
olmas1 (Whitney et al.,1990) bu goriisii desteklemektedir. 50. dakika
sonunda 15. ve 30. dakikalara gore ADE inhibisyonu kapasitesinin
artmast ise 15-30 dakikalik 1s1l islem sirasinda hala protein yapisinda
inaktif halde bulunan Dbiyoaktif peptitlerin agiga ¢ikmasindan
kaynaklanabilir. Yaptigimiz literatiir taramasi sonucunda 1sil islem
uygulanmis Phaseolus tiirlerinden izole edilen proteinlerin ADE
inhibisyonu  aktivitesi  lizerine  etkisini  saptayan  c¢alismalara

rastlanmamustir.

Barbunya orneklerinden elde edilen protein ekstraktlarinin ADE
inhibisyonu kapasitesi tizerine etkileri incelendiginde (Sekil 4.1.B) 15 ve
50 dakika 1s1l islem goren barbunyadan elde edilen protein ekstraktlarinin
ADE inhibisyonu kapasitesinin benzer oldugu goriilmektedir (p>0.05).
En diisik ADE inhibisyonu kapasitesi ¢ig barbunyadan elde edilen
protein ekstrakti i¢in saptanmistir. Bu sonuglar 15 dakika 1s1l islem
sonrasinda ADE inhibitorii peptitlerin protein sekansinda aktif hale
gectigini diisiindiirmektedir. Inhibisyon kapasitesi 30 dakikalik 1s1l islem
sonunda 15 dakika uygulanan 1sil igslemde elde edilen inhibisyon
kapasitesine gore azalmakla birlikte 50 dakika sonunda artmugtir.
Literatiir taramasi sonucunda 1s1l islem uygulanmis Phaseolus tiirlerinden
izole edilen proteinlerin ADE inhibisyonu aktivitesi iizerine etkisini

saptayan ¢aligmalara rastlanmamustir.

Mercimek orneklerinden elde edilen protein ekstraktlarin ADE
inhibisyonu kapasiteleri incelendiginde (Sekil 4.1.C) ¢ig 6rnegin ADE
inhibisyonu kapasitesinin en diisilk oldugu gorilmektedir (p<0.05).
Ancak 15 dakikalik 1s1l islem sonucunda ADE inhibisyonu kapasitesi

onemli Olglide artmistir. Isil islemin siiresi 30 dakikaya uzadiginda ise
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inhibisyon aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte,
barbunya 6rneginde elde edilen sonuca benzer sekilde, 50 dakikalik 1s1l
islem sonunda ADE inhibisyonu kapasitesi tekrar artarak 15 dakikalik 1s1l
islem sonrasinda elde edilen kapasiteye denk konuma ulagmistir
(p>0.05).

Her ii¢ 6rnegin 1s1l islem sonrasi ADE inhibisyonu kapasiteleri
birlikte incelendiginde 50 dakikalik 1s1l islem sonrasinda tiim 6rneklerin
ADE inhibisyonu kapasitelerinin artmis oldugu goriilmektedir. Bu
durum, bu ti¢ kuru baklagil i¢in 50 dakikalik 1s1l islemin ADE inhibitori

peptit eldesinde yararl bir uygulama oldugunu gdstermektedir.

Sekil 4.2 ve 4.3’ te {i¢ kurubaklagil 6rneginin 1s1l iglem sonrasi
ADE inhibisyonu aktivitelerinin  karsilastirilmast  goriilmektedir.
Orneklerin 1s11 islem sonrast ADE inhibisyonu aktiviteleri kendi
aralarinda birbirleriyle karsilastirildiginda fasulyenin, 15 ve 30 dakikalik
1s1l islem sonunda en diisiik ADE inhibisyon aktivitesi gosteren gesit
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ancak 50 dakikalik 1s1l islem sonrasinda
elde edilen ADE inhibisyon aktivitelerinin benzer oldugu belirlenmistir
(p>0.05). 15 dakikalik 1s1l islem sonrasi elde edilen ADE inhibisyonu
aktiviteleri barbunya ve mercimek igin istatistiksel olarak farkli
bulunmamistir. Ancak 30 dakika 1s1l islem goren Ornekler iginde
barbunyanin inhibisyon kapasitesinin daha yiiksek oldugu saptanmistir
(p<0.05).

Cig fasulye, %28.4° lik degeri ile en fazla ADE inhibisyonu
aktivitesine sahip Ornek gibi gozikmekle birlikte, ADE inhibisyon
kapasitesinin barbunya ile benzer oldugu belirlenmistir (p>0.05).
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Cig orneklerin ADE inhibisyonu aktiviteleri
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Sekil 4.2.A) Cig, B) 15 dakika 1s1l islem uygulanmis kuru baklagillerin ADE
inhibisyonu aktiviteleri
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30 dakika pismis érneklerin ADE inhibisyonu aktiviteleri
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Sekil 4.3.A) 30 dakika, B) 50 dakika 1s1l islem uygulanmig kuru baklagillerin
ADE inhibisyonu aktiviteleri



69

4.5, In vitro sindirim

Asil protein sekansinda inaktif halde bulunan biyoaktif peptitlerin
aciga ¢ikmasini saglayan diger bir islem sindirimdir. Sindirim sirasinda,
gastrointestinal sistemdeki proteolitik enzimlerin etkisiyle biyoaktif
peptitlerin olustugu bilinmektedir (Meisel, 1997; Yust et. al, 2003;
Korhonen and Pihlanto, 2006; Hartmann and Meisel, 2007; Wang et. al,
2008). ADE inhibitorii peptitlerin in vivo antihipertansif etki
gosterebilmesi i¢in kardiyovaskiiler sisteme aktif formda ulasmasi
gerektigi bildirilmistir (Vermeirssen et al., 2005). Bu nedenle oral yolla
alindiktan sonra gastrointestinal proteazlar tarafindan tamamen
parcalanmaya karsi dayanikli olmalar1 ve aktivitelerini koruyarak ince
bagirsaklardan emilmeleri gerekmektedir. Calismanin bu asamasinda 1s1l
islem uygulanmis 6rneklerin in vitro sindirimi sonucunda elde edilen
mide ve bagirsak diyalizatlarmim ADE inhibisyonu kapasiteleri
aragtirllmistir. Bu amacla oncelikle farkli protein konsantrasyonlarina
seyreltilen diyalizatlarin ICso degerleri belirlenmistir. 1Cso degerinin
belirlenmesinde gegerli olan model, doz-inhibisyon iligkisine uyumlu
olan denge bagntisinin (equilibrium binding) ¢dzlimlenmesine
dayanmaktadir. Doz-inhibisyon iliskisi minimum ve maksimum
inhibisyon degerleri kadar bu aralikta girilen diger inhibisyon degerlerine
bagli olarak y=50 yanitina karsilik gelen noktadan daha farkli bir noktada
(dengede) yanit verebilir.

Isil islem uygulanmis 6rneklerin in vitro sindiriminden sonra elde
edilen diyalizatlardan bu modele uygun olanlarin ICsq degerleri
saptanabilmistir. Bu sonuca gore, 1Cso degerleri fasulye Orneginin 15
dakika 1s1l islem uygulandiktan sonra elde edilen mide ve ince bagirsak
diyalizatlar1 ile 30 dakika 1s1l islem uygulandiktan sonra elde edilen ince

bagirsak diyalizati icin, barbunya Orneginin ise 15 dakika 1s1l islem
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uygulandiktan sonra elde edilen ince bagirsak diyalizati, 30 dakika 1s1l
islem uygulandiktan sonra elde edilen mide diyalizati, 50 dakika 1s1l
islem uygulandiktan sonra elde edilen mide ve ince bagirsak diyalizati
icin saptanabilmistir. Diger 6rneklerde elde edilen sonuglar bu modele
uygun olmadigi i¢cin, ADE inhibisyonu aktivitesinin ifade edilmesinde
inhibisyon indeksi (% inhibisyon aktivitesi) kullanilmistir.

Cizelge 4.6.°da 1s1l islem gormiis kuru baklagillerin in vitro
sindirimden sonra elde edilen mide ve ince bagirsak diyalizatlarina ait
protein igerikleri goriilmektedir. Burada belirlenen protein miktari,
sadece molekiil agirligi 5000 Da’ dan kiiciik olan peptitleri icermektedir.
Bunun nedeni, ADE inhibisyonu aktivitesinin belirlenmesinde sindirim
enzimlerinin etkisini 6nlemektir. Sindirim enzimlerinin molekiil agirlig

5000 Da’dan biiyiik oldugu i¢in filtratta bu enzimler bulunmamaktadir.



Cizelge 4.6. Isil islem sonrasi in vitro sindirimden elde edilen diyalizatlarin protein igerikleri
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Kurubaklagiller

Protein miktari® (mg/ml)

Isil Islem (121.1°C) siiresi

15 dakika 30 dakika 50 dakika
Mide Bagirsak Mide Bagirsak Mide Bagirsak
diyalizat1* diyalizatr* diyalizat1* diyalizat1* diyalizat1* diyalizatr*
Fasulye 1.0393+£0.29 | 0.9267 £0.39 1.397 £ 0.05 0.9659 +0.39 1.1752 +£0.01 1.0329 +£0.21
Barbunya 1.164 £ 0.02 1.083 £ 0.08 1.1479 £ 0.001 | 1.1328 £0.001 | 1.1818 £0.01 1.1875 £ 0.001
Mercimek 1.1367 £0.05 0.9678 £ 0.4 1.1542 +£0.006 | 0.8800=+0.26 1.1316 £ 0.08 0.9436 +0.23

* MA <5000 Da

® Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Cizelge 4.7’ de fasulye 6rneklerinin in vitro sindirim sonrasindaki
I1Csp degerleri gorilmektedir. 15 dakika 1s1] islem uygulamasindan sonra
elde edilen mide ve ince bagirsak diyalizatlarina ait ICsp degerlerinin
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (p>0.05). 30 dakikalik 1s1l islemden
sonraki in vitro sindirimi takiben elde edilen bagirsak diyalizatinin ICs
degerinin ise daha yiiksek oldugu (281.69 pg/mL) belirlenmistir
(p<0.05). Bu durum 30 dakikalik 1s1l islem uygulamasimin 15 dakikalik
1s1l islem uygulamasina gore ince bagirsaga gecen ADE inhibitori
peptitlerin  inhibisyon aktivitesinde azalmaya neden oldugunu
gostermektedir. Bu azalma 30 dakikalik 1s1l islem sonrasinda agiga ¢ikan
biyoaktif peptitlerin 15 dakikalik 1s1l islem sonrasinda agiga c¢ikan
peptitlerden farkli olmasindan ya da peptitlerin pankreatik enzimlere
kars1 direncinin azalmasindan kaynaklanmis olabilir. Benzer olarak Wu
and Ding (2002) soya proteini hidrolizatinin gastrointestinal proteazlara
kars1 stabilitesini inceledikleri ¢aligmada enzim uygulamasindan 6nceki
ICs0 degerinin 65 pg/mL iken pepsin ve pankreatin uygulamasindan

sonra 1Csp degerinin sirastyla 66 ve 73 pg/mL oldugunu saptamislardir.

Cizelge 4.7. Fasulye orneklerinin in vitro sindirim sonrasindaki

ICs degerleri
Fasulye ICsq degeri*
in vitro sindirim (ng protein/mL)
15 dakika-mide 114,62+0,85°
15 dakika-bagirsak 99,14+14,95°
30 dakika-bagirsak 281,69+6,92°

*Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi ifade etmektedir

(p<0.05).
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Cizelge 4.8’ de barbunya 6rneginin in vitro sindirimini takiben elde
edilen diyalizatlarinin 1Csp degerleri goriilmektedir. Barbunya igin
hesaplanan ICsp degerlerinin birbirinden farkli oldugu tespit edilmis ve en
diisiik ICsp degerine sahip diyalizatin 50 dakika 1s1l islem sonrasinda elde
edilen mide diyalizati oldugu belirlenmistir. Barbunyanin in vitro
sindirim sonras1 Saptanan 1Csy degerlerinin 65.14 ile 313.49 png
protein/mL arasinda, fasulyenin ise 99.14 ile 281.69 ug protein/mL
arasinda degistigi belirlenmistir. Vermeirssen et al. (2003, 2004)
bezelyenin gastrointestinal sindirim hidrolizatinin 1Csg degerinin 76
pg/mL  oldugunu belirtmistir.  Yer fistiginin  pepsin-pankreatin
hidrolizinin ise ¢ig yer fistig1 icin 7.93 ile 188.7 pg/mL, kavrulmus yer
fistig1 i¢in ise 11.09 ile 99.82 pug/mL arasinda degisen 1Cso degerlerine
sahip hidrolizatlar verdigi belirtilmistir (Quist et al, 2009). Calismada
elde ettigimiz verilerin, bu arastiricilarin  bulgulariyla paralellik

gosterdigi sdylenebilir.

Cizelge 4.8. Barbunya 6rneklerinin in vitro sindirim sonrasindaki

ICs0 degerleri

Barbunya ICsq degeri*
in vitro sindirim (ng protein/mL)
15 dakika- bagirsak 313,49+13,70°
30 dakika- mide 171,34+16 57"
50 dakika- mide 65,1449 ,28°
50 dakika- bagirsak 211,75+0,55¢

*Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligir ifade

etmektedir (p<0.05).
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Sekil 4.4°de 1s1l islem uygulandiktan sonra in vitro sindirime tabi

tutulan Orneklerin  ADE inhibisyonu aktiviteleri (% inhibisyon)
goriilmektedir.
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Sekil 4.4.A) Fasulye, B) Barbunya, C) Mercimek orneklerinin ADE inhibisyonu

aktiviteleri tizerine in vitro sindirim prosesinin etkisi
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Sekil 4.4.A) Fasulye, B) Barbunya, C) Mercimek 6rneklerinin ADE inhibisyonu

aktiviteleri tizerine in vitro sindirim prosesinin etkisi

Fasulye Orneginin in vitro sindirim sirasinda ADE inhibisyonu
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Her ne kadar 50 dakikalik 1s1l islem
sonrasinda gergeklestirilen in vitro sindirimden elde edilen ince bagirsak
diyalizatinda, ADE inhibisyon aktivitesi mide diyalizatindan daha diisiik
gibi goziikse de bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05). 15, 30 ve 50 dakikalik 1s1l islemden sonra uygulanan in vitro
sindirimin, fasulyenin  ADE inhibisyonu kapasitesini  arttirdig
goriilmektedir (Sekil 4.4.A). Bu sonug beklenen bir durumdur. ADE
inhibitdrii peptitlerin gastrointestinal sindirim sirasinda ortaya ¢iktig1 ve
sindirim prosesinin ADE inhibitorii peptitlerin asil protein sekansindan
salimmast konusunda c¢ok verimli bir proses oldugu bilinmektedir
(Korhonen and Pihlanto, 2006; Hartmann and Meisel, 2007). Hernendaz-
Ledesma et al (2004), pepsin ile hidroliz edilen siit proteini bazli bebek
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mamasinin ADE inhibisyonu aktivitesinde artis saptandigini, pankreatik
ekstraktla hidroliz sonrasindaysa ADE inhibisyon aktivitesinde bir
degisiklik olmadigimi bildirmiglerdir. Buna karsin peynir alti suyu
proteini igeren bebek mamasinin hidroliz 6ncesinde ve sonrasinda

saptanan ADE inhibisyonu degerlerinin benzer oldugu belirtilmistir.

Barbunya 6rneginin 1s1l islem sonrasi in vitro sindirimi takiben
ADE inhibisyonu aktivitesindeki degisimi incelendiginde (Sekil 4.4.B),
30 dakikalik 1s1l islem sonrasinda in vitro sindirim ile elde edilen ince
bagirsak diyalizatinin ADE inhibisyonu kapasitesinin, 50 dakika 1sil
islem sonrasinda in vitro sindirim ile elde edilen ince bagirsak
diyalizatinmm  ADE inhibisyonu kapasitesinden  diisik  oldugu
goriilmektedir (p<0.05). Bu sonug, calismada 1s1l islemin ADE
inhibisyonu kapasitesi tizerine etkisini saptama asamasinda 50 dakikalik
1s1l islem i¢in elde edilen ADE inhibisyonu aktivitesiyle de (30 dakikalik
151l isleme gore daha yiiksek) paralellik gostermektedir. 30 dakika 1s1l
islem uygulanmig barbunyanin in vitro sindirimini takiben elde edilen
ince bagirsak diyalizatimm  ADE inhibisyonu kapasitesinin mide
diyalizatinda elde edilen ADE inhibisyonu kapasitesinden diigiik olmasi
(% 37 oraninda), bu biyoaktif peptitlerin ince bagirsaktaki sindirim
enzimlerine direngli olmadigin1 goéstermektedir. 50 dakika 1sil islem
g6rmiis barbunyanin in vitro sindirimini takiben elde edilen ince bagirsak
diyalizatinin ADE inhibisyonu aktivitesinde de mide diyalizatina gore
azalma olmakla birlikte (% 21 oraninda), iki 1sil islem siiresi
karsilagtirildiginda 50 dakika 1s1l islem uygulamasinin, ince bagirsaktaki
sindirim enzimlerine daha direngli biyoaktif peptitlerin olusumuna olanak
sagladigi soylenebilir.

Mercimek 6rneginin 1si1l iglem sonrast in vitro sindirimini takiben
ADE inhibisyonu aktivitesindeki degisimi incelendiginde (Sekil 4.4.C)
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sindirim prosesinden sonra elde edilen mide ve ince bagirsak
diyalizatlarinda ADE inhibisyonu aktivitesinin arttigi gorilmektedir.
Farkl1 1s1l islem parametrelerinde mide diyalizatlari i¢in elde edilen ADE
inhibisyon kapasiteleri degerlendirildiginde, en yiiksek ADE inhibisyon
kapasitesini saglayan parametrenin 15 dakika 1sil islem uygulamasi
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ancak ince bagirsak diyalizatlarinin ADE
inhibisyonu kapasiteleri incelendiginde tiim 1s1l islem parametrelerinin
benzer ADE inhibisyonu kapasitelerine sahip oldugu gorilmistiir
(p>0.05).

da Costa et al. (2007), peynir altt suyu proteininin 1s1l islem
uygulanmis ve uygulanmamis protein izolatinin enzimatik hidrolizatlart
icinde en yiiksek inhibisyon aktivitesi gosteren 6rnegin 65 °C’ de 15
dakika 1s1l islem uygulanan ve daha sonra a-kimotripsin ile hidroliz

edilen protein izolat1 oldugu belirlenmistir.

15 dakika 1sil islem uygulanan Orneklerin in vitro sindirimi
sonrasinda elde edilen mide ve bagirsak diyalizatlarinin  ADE
inhibisyonu aktivitesi karsilagtirildiginda fasulye igin elde edilen mide
diyalizatinin ADE inhibisyonu aktivitesi barbunya ve yesil mercimegin
mide diyalizati i¢in elde edilen ADE inhibisyonu aktivitesinden daha
yiiksek olarak bulunmugstur (p<0.05). Bagirsak diyalizatlar1 arasinda en
yiksek ADE inhibisyon aktivitesine sahip Ornek barbunya gibi
goziikmekle birlikte (% 87.72) fasulye ve barbunyadan elde edilen
bagirsak diyalizatlarinin ADE inhibisyon etkilerinin istatistiksel agidan
farkli olmadigi belirlenmistir (p>0.05).

30 dakika 1sil islem uygulanan Orneklerin in vitro sindirimi
sonrasinda elde edilen mide ve bagirsak diyalizatlarinin ADE
inhibisyonu aktivitesi karsilastirildiginda barbunya i¢in elde edilen mide
diyalizatinin ADE inhibisyonu aktivitesinin fasulye icin elde edilen
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degerden daha yiiksek oldugu ancak mercimek ile benzerlik gosterdigi
gorilmektedir (p<0.05). Buna karsin barbunyadan elde edilen bagirsak
diyalizatinin ADE inhibisyonu aktivitesinin (% 42,55) fasulye (% 93,41)
ve mercimek i¢in elde edilen degerden (% 86,52) daha diisiikk oldugu
saptanmustir (p<0.05).

50 dakika 1sil islem uygulanan orneklerin in vitro sindirimi
sonrasinda elde edilen mide ve bagirsak diyalizatlarinin  ADE
inhibisyonu aktivitesi karsilastirildiginda, barbunyanin mide diyalizati
icin elde edilen ADE inhibisyonu kapasitesinin mercimegin mide
diyalizatinin ADE inhibisyonu kapasitesinden daha yiiksek oldugu
saptanmig (p<0.05), fasulyeyle ise benzer bulunmustur. En yiiksek ADE
inhibisyonu kapasitesine sahip bagirsak diyalizatinin  mercimek
orneginde elde edildigi goziikkmekle birlikte, 6rnekler arasindaki farklilik

istatistiksel agidan anlamli bulunmamastir.
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5. SONUC

Son yillarda, biyoaktif peptitler iizerine bilim diinyasinda ve gida
endiistrisinde yapilan g¢alismalar igerisinde ADE inhibitorii peptitlerin
biiyiik bir pay1 vardir. ADE inhibitorii peptitler ve kaynaklar ile ilgili
olarak yapilmis arastirmalar incelendiginde, siit ve siit iirlinleri, et ve
balik iizerinde yogunlasildigr goriilmektedir. Ancak son zamanlarda
bitkisel gida kaynakli ADE inhibitorleri tizerinde calisildigr da dikkati
cekmektedir. Tahillar ve baklagiller de bu grupta 6nemli bir yere sahiptir.

Kurubaklagiller, diger tiim saglik faydalarinin yaninda 6zellikle
icerdikleri yiiksek miktardaki protein nedeniyle beslenme rehberlerinin
iizerinde 6nemle durdugu gidalardir. Tiirk halkinin beslenme modelinde
kurubaklagiller 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle kurubaklagil
proteinlerinin potansiyel ADE inhibitorii etkilerinin belirlenmesi énemli

bir konudur.

Calismada, Tiirkiye’ de yetistirilen ve Tiirk mutfaginda 6nemli bir
yere sahip olan kuru fasulye, kuru barbunya ve yesil mercimegin ADE
inhibitorii peptit kaynagi olarak degerlendirip degerlendirilemeyecegi

konusu arastirilmistir.

ADE inhibitorii peptitlerin elde edilmesinde en fazla kullanilan
yontem enzimatik hidrolizdir. Arastirmada, kurubaklagillerin ticari bir
proteolitik enzim preparati olan Pronase E ile hidroliz edildigi kisimda,
kuru fasulye, kuru barbunya ve yesil mercimegin dnemli derecede ADE
inhibisyonu aktivitesine yol agan hidrolizatlar olusturdugu belirlenmistir.
Diger gida kaynaklarmma gore oldukca yiiksek aktiviteye sahip
hidrolizatlar elde edilmistir. Fasulye, barbunya ve mercimegin,

literatiirde B-laktoglobulin, peynir alti suyu, bazi yogurt tiirleri, musir,
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mung fasulyesi ve soya fasulyesinin enzimatik hidrolizi sonucu elde
edilen hidrolizatlar i¢in bildirilen ICsy degerlerinden daha diisiik ICsp

degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir.

Enzimatik hidrolizden sonra, elde edilen hidrolizat ultrafiltrasyonla
molekiil agirliklarina gore fraksiyonlara ayrilarak ADE inhibitori
peptitlerce zengin olan fraksiyon belirlenebilmekte ve konsantre
edilebilmektedir. Arastirmada ii¢ kurubaklagil ¢esidinin de enzimatik
hidrolizi takiben ultrafiltrasyonla elde edilen ¢ farkli fraksiyonu
arasinda, en diisiik ICsg degerine sahip olan fraksiyonun molekiil agirlig
5000 Da’ dan biiyiik olan fraksiyon oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Fasulyenin molekiil agirligit 3000 Da’ dan kiigiikk ve 3000 ile 5000 Da
arasinda olan hidrolizatlarinin 1Csy degerleri arasinda fark bulunmazken
(p>0.05), barbunyanin molekiil agirligt 3000 Da’ dan kiiciik, 3000 ile
5000 Da arasinda olan ve 5000 Da’ dan biiyiik hidrolizatlarinin 1Csq
degerlerinin birbirinden farkli oldugu (p<0.05) tespit edilmistir.
Fasulyeye benzer sekilde mercimegin molekiil agirligi 3000 Da’ dan
kiigiik ve 3000 ile 5000 Da arasinda olan fraksiyonlar1 arasinda ICs

degerleri agisindan fark olmadig1 saptanmustir.

Orneklerin  molekiil agirhg 3000 Da’ dan kiigiik olan
fraksiyonlarinin ICsp degerleri arasinda istatistiksel agidan bir fark
bulunmazken (p>0.05), molekiil agirhigr 3000 ile 5000 Da arasindaki
fraksiyonlar i¢in fasulye ve barbunyanin, molekiil agirligi 5000 Da’ dan
biiylik fraksiyon igin barbunya ve mercimegin 1Csy degerlerinin benzer

oldugu saptanmustir.

Molekiil agirlign 5000 Da’ un iizerindeki fraksiyonlarda ADE
inhibisyonu aktivitesinin daha yiiksek ¢ikmasi, literatiirde genellikle
molekiil agirligi 3000 Da’ dan kiiciik olan fraksiyonlar i¢in daha yiiksek
ADE inhibisyon kapasitesi saptanmasi bulgusu ile uyusmamakla birlikte
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bizim arastirmada kullandigimiz hammaddelerin farkli olmasi nedeniyle
beklenen bir sonugtur. ADE inhibisyonu {izerinde etkili olan baslica
faktoriin, peptitlerin sekansi oldugu ve prolin ile metiyonin aminoasitleri
bakimindan zengin olan proteinlerin ADE inhibit6rii peptitlerin 6nciisii
olabilecegi  belirtilmektedir. ~ Kurubaklagillerin ~ kiikiirt  iceren
aminoasitlerce zengin olmasi (metiyonin, sistin gibi) yiiksek ADE

inhibisyonu aktivitesine yol agtigini1 diisiindiirmektedir.

Enzimatik hidroliz verimi ti¢ kurubaklagil i¢in de diisikk olmakla
birlikte elde edilen hidrolizatlarin ADE inhibisyonu aktiviteleri yiiksek
olarak saptanmistir. Enzimatik hidrolizden 6nce 6rneklere uygun bir 6n

islem uygulanmasi halinde verimin daha fazla olacagi diisiiniilmektedir.

Gida islemede en yaygin yontemin 1sil islem oldugu ve
kurubaklagillerin tiiketiminin 1s1l islem olmadan miimkiin olmadig1
diisiiniiliirse, kurubaklagillerin ADE inhibisyonu aktivitesine 1s1l islemin

etkisinin arastirilmasinin 6nemli oldugu agiktir.

50 dakika 1s1l islem uygulanmis fasulyenin ADE inhibisyonu ile ¢ig
kuru fasulyenin ADE inhibisyonu arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamustir (p>0.05). 15 ve 30 dakika uygulanan 1sil iglem sonucunda
ADE inhibisyonunda meydana gelen azalma, proteinin yapisinda
gerceklesmesi olas1 degisikliklerden kaynaklanmis olabilir. Isil islemin
molekiilde disiilfit baglar1 olusumuna ve molekiiliin stabilite kazanmasina
neden oldugu bilinmektedir. Isil islemin siiresinin 50 dakikaya ¢ikmasi
ile, 15 ve 30 dakikalik iglem siiresince molekiilde var olan ancak aciga
cikamayan inhibitor peptitlerin agiga ¢ikmasi nedeniyle ADE inhibisyonu
etkisinin arttig1 diisiiniilmektedir.

Barbunyanin ve mercimegin de 1s1l islem uygulamasindan sonraki

ADE inhibisyonu aktivitelerinin fasulye ile aym seyri izledigi
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belirlenmistir. Barbunya ve mercimegin 15 ve 30 dakikalik 1s1] islemden
sonraki inhibisyon aktiviteleri benzerlik gosterirken (p>0.05) iki 6rnegin
de 30 dakikalik 1si1l islem uygulamasi sonunda ADE inhibisyonu

aktivitesinde azalma belirlenmistir.

Ornekler birbirleriyle karsilastirildiginda, ii¢ 1s1] islem parametresi
icin de fasulyenin en diisiik ADE inhibisyonu aktivitesine sahip ¢esit
oldugu belirlenmis ancak 50 dakikalik 1s1l islem sonrasinda barbunya ve
mercimek igin belirlenen ADE inhibisyonunun farkli olmadigi
saptanmustir (p>0.05).

15 dakika ve 50 dakika siirelerince uygulanan 1s1l islem sonucunda
barbunya ve mercimek igin elde edilen ADE inhibisyonu aktivitesi
benzer bulunmustur. Ancak barbunyanin 30 dakikalik 1s1l islem
sonrasinda gostermis oldugu ADE inhibisyonu aktivitesi mercimegin bu
siire sonunda gosterdigi aktiviteden daha yiiksek olmustur (p<0.05).

ADE inhibitorii peptitlerin insan fizyolojisinde beklenen etkiyi
gosterebilmesi icin sindirim prosesine dayanikli olmasi, sindirim
sonrasinda aktivitesini korumasi ve yeterli miktarda emilmesi
gerekmektedir. Aragtirmada, in vitro sindirim sonrasinda 6rneklerin ADE
inhibisyonu aktivitesinin arttigi belirlenmistir. Fasulyenin ve mercimegin
tiim 1s1l iglem uygulamalarindan sonraki in vitro sindirimden elde edilen
bagirsak diyalizatlarin ADE inhibisyonu kapasitelerinin benzer oldugu
saptanmigtir (p>0.05). Barbunyanin 50 dakikalik 1s1l islem sonrasinda
uygulanan in vitro sindirimden elde edilen ince bagirsak diyalizatinin, 30
dakikalik 1s1l islem sonrasinda uygulanan in vitro sindirimden elde edilen
ince bagirsak diyalizatindan daha fazla ADE inhibisyonu aktivitesi
gosterdigi belirlenmistir (p<0.05).



83

Barbunya i¢in 30 dakikalik 1sil islem sonrasindaki in vitro
sindirimden elde edilen mide diyalizatinin ADE inhibisyonu aktivitesinin
ince bagirsak diyalizatinin ADE inhibisyon aktivitesinden daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Bu durum 30 dakika siiresince uygulanan 1s1l islem
sirasinda agiga ¢ikan peptitlerin ince bagirsaktaki sindirim enzimlerine
karst dayanikli olmadigmi gdstermektedir. 50 dakika uygulanan 1sil
islemi takiben ince bagirsak diyalizatinin ADE inhibisyon aktivitesindeki
azalmanin daha az olmasi, 50 dakika uygulanan 1sil islemin sindirim
enzimlerine daha dayanikli peptitlerin olugmasini  destekledigini

diistindiirmektedir.

Sonug olarak, yapilan arastirmadan elde ettigimiz bulgularin, Tiirk
halkinin beslenme modelinde 6nemli yer tutan kuru fasulye, kuru
barbunya ve yesil mercimegin ADE inhibitorii peptit potansiyelinin
oldukga yiiksek oldugunu gosterdigini sdyleyebiliriz. Enzimatik hidroliz
sonucunda li¢ kurubaklagil c¢esidinden de Onemli derecede ADE
inhibisyonu aktivitesi gosteren fraksiyonlar elde edilmistir. Isil iglemin
ADE inhibitorii peptitlerin olusumunda yararli bir uygulama oldugu;
ancak iglem siiresinin olusan peptit profiliyle ilgili olabilecegi sonucu
ortaya ¢ikmustir. In vitro sindirimin kuru fasulye, kuru barbunya ve yesil
mercimekten ADE inhibitorii peptitlerin agiga ¢ikmasinda onemli rol
oynadigi tespit edilmis ve ii¢ kurubaklagilin sindirime dayanikli ADE
inhibitdrii peptit kaynagi oldugu belirlenmistir.

Bu aragtirmanin sonuglari;

1) Kuru fasulye, kuru barbunya ve yesil mercimekten ADE
inhibitorii peptit elde etmek i¢in enzimatik hidrolizden
yararlanilabilecegini, bu {i¢ kurubaklagil g¢esidinin enzimatik
hidrolizatlarinin endiistriyel anlamda ADE inhibitorii peptit

elde edilmesi amaciyla kullanilabilecegini ve elde edilecek



84

2)

3)

4)

5)

biyoaktif peptitlerin gida endiistrisinde fonksiyonel gida
bileseni olarak degerlendirilme potansiyellerinin  yiliksek

oldugunu,

Enzimatik hidrolizden 6nce enzimin molekiile daha rahat etki
etmesi ve bdylece hidroliz veriminin arttirilmasi i¢in 6rneklerin
1s11  iglem gibi 6n islemlerden gecirilmesinin  faydal

olabilecegini,

Isil islemin c¢alismada kullanilan kurubaklagillerin ADE

inhibisyon kapasitesinde artisa neden oldugunu,

Calismada kullanilan kurubaklagillerin in vitro sindirimi

sonucunda ADE inhibisyon kapasitesinin arttigini,

In vitro sindirim prosesi sonrasinda c¢alismada kullanilan
kurubaklagillerden elde edilen ADE inhibitorii peptitlerin in
vitro kosullarda sindirim enzimlerine karsi nispeten direngli

olduklarini gostermistir.

Bu sonuglarin 1518inda bundan sonra bu alanda yapilacak

calismalarin;

6)

7)

‘In vitro sindirim prosesi agisindan fasulye ve barbunyaya
uygulanan farkli 1sil islem parametrelerinin olusan peptit
profilini etkiledigi, mercimek i¢in etkili olmadig1’ goriisiiniin
peptit profillerinin belirlenerek desteklenmesi,

Bu kurubaklagillerden ADE inhibitorii peptitlerin izole
edilmesi,
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8) Elde edilen in vitro ADE inhibisyonu etkisinin in vivo

kosullarda arastirilmasi konularinda yogunlagmasi onerilebilir.
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Ek 1. Beklenen doygunluk yiizdesine ulasmak icin gerekli olan amonyum
stilfat miktarlar1 ¢izelgesi (Roe, 2001).

Final concentratlon of ammonlum sulfate, % saturatlon at 0°C
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 TO 75 80 B85 90 95 100

Initial concentration of ammonium sulfate
g solld ammeonium suifate to add to 100 ml of solution
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Ek 2. Fasulye 6rneginin enzimatik hidrolizinden elde edilen MA<3000

Da fraksiyonunun 1Csg degerinin hesaplanmasi

%ADE inhibisyonu

Bottom 141.9
Top ~ -472300
LogIC50 ~-1.863
Transform of F<3000/3
150~
100+ o
50- o
[ )
O T T T 1
15 2.0 25 3.0 35

log (ng/mL 6rnek konsantrasyonu)

y = min+ (mak —min) /(1 +10*'%'%)

50 =141,9 + (—472300-141,9) /(1+10*%%)

91,9 = —472441,9 /(1+10%%%)
5140,826 =1+10%%

5139,826 =10*"%3
log(5139,826) = X +1,863
3,711-1,863 = x

x=1,8479

log[ornek | = x —10"*"° = 70,46
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Ek 3. ICspdegerlerinin belirlenmesi igin ¢izilen doz-inhibisyon egrileri

% ADE inhibisyonu

%ADE inhibisyonu

Barbunya
Transform of 15' bag./1
1504
100- o )
50- *
0 1

2.2 24 2.6 2.8 3.0 3.2

log (pg/mL 6rnek konsantrasyonu)

Barbunya
Transform of 15' bag/2
1001
°

80' )

60-

404

20+

0 1

2.2 24 2.6 2.8 3.0 3.2
log (ng/mL 6rnek konsantrasyonu)
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