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OZET

DENIZ SALYANGOZU’NDAN (Patella vulgata) ENZIMATIK OLARAK ELDE
EDILEN PROTEIN HIDROLIZATLARININ BAZI BIiYOLOJIK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI
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Danigman: Prof. Dr. Deniz EKINCI

Bu tez ¢alismasinda limpet olarak adlandirilan bir deniz salyangozu tirtinden
(Patella vulgata) total protein ekstraksiyonu, karakterizasyonu ve protein
hidrolizatlarinin  olusturulmas1 amaglanmistir. Limpet protein konsantresinin
fizikokimyasal ozellikleri ve sindirilebilirliginin yan1 sira in vitro gastrointestinal
sindirimini (INFOGEST) takiben elde edilen hidrolizatlarin anjiyotensin dOniistiiriicii
enzim (ACE) inhibisyonu ve antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. Incelenen
tiim sindirilmis hidrolizatlar aktivite agisindan limpet protein konsantresinden daha iyi
performans gostermistir. Gastrointestinal sindirimden sonra LC-MS/MS ile elde edilen
veriler ile bir veritabani aramasi ve de novo yaklagimi kullanilarak gastrik sindirim ve
gastrointestinal sindirim hidrolizatlarinda sirasiyla toplam 7 ve 6 peptit tanimlanmastir.
Tanimlanan peptitlerin ¢ogunun antioksidan ve ACE inhibitor aktivitelerine katkida
bulunabilecek hidrofobik ve aromatik amino asit dizilerine sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica bu tez ¢aligmasinda, Alkalaz ve Flavourzyme gibi ticari gida sinifi proteazlar
kullanilarak limpet protein konsantresinden farkli biyoaktif protein hidrolizatlarinin
tiretilmesi ve karakterizasyonu da gergeklestirilmistir. Bu enzimlerle tretilen protein
hidrolizatlarinin ACE inhibisyonu ve antioksidan aktivitelerinin yan1 sira dipeptidil
peptidaz 1V'e (DPP-1V) karst inhibisyon etkisi de arastirilmigtir. Genel olarak, limpet
protein konsantresinden Alkalaz ile olusturulan hidrolizatlar, Flavourzyme ile
olusturulan hidrolizatlara kiyasla daha yiiksek in vitro aktivite gostermistir. Bu
calismanin bulgulari, limpet protein konsatresinin bir dizi sifrelenmis biyoaktif peptit
dizisi iceren insan tiketimi igin iyi sindirilebilirlik ile yuksek besin kalitesine sahip
oldugunu gostermistir. Gastrointestinal sindirimi takiben elde edilen hidrolizatlarin
potansiyel bir antioksidatif ve ACE inhibitér peptit kaynagi olarak hizmet
edebilecegini ve ayrica Alkalaz ile iiretilen limpet protein hidrolizatlarinin, yeni
antioksidanlarin yani sira Tip-2 diyabet ve hipertansiyon hastaliklariyla iliskili ACE
ve DPP-1V inhibitdrlerinin gelistirilmesi i¢in umut verici bir biyoaktif peptit kaynagi
olabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozcukler: Patella vulgata, Limpet, PDCAAS, Hidrolizat, Peptit, ACE
inhibitorii, DPP-1V inhibitorii, Antioksidan, /n vitro biyoaktivite, Sindirilebilirlik



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME BIOLOGICAL ACTIVITIES OF PROTEIN
HYDROLYSATES ENZYMATICALLY OBTAINED FROM LIMPET (Patella
vulgata)

Giirkan BILIR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Agricultural Biotechnology
Ph.D., May/2023
Supervisor: Prof. Dr. Deniz EKINCI

In this thesis study, it was aimed to extract and characterize total protein from a
sea snail species called limpet (Patella vulgata) and to prepare protein hydrolysates.
The physicochemical properties and digestibility of limpet protein concentrate, as well
as angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibition and antioxidant activities of
hydrolysates obtained following in vitro gastrointestinal digestion (INFOGEST) were
assessed. All digested hydrolysates examined outperformed limpet protein concentrate
in terms of activity. A total of 7 and 6 peptides were identified in gastric digestion and
gastrointestinal digestion hydrolysates, respectively, using a database search and de
novo approach with data obtained by LC-MS/MS after gastrointestinal digestion. Most
of the identified peptides were found to possess hydrophobic and aromatic amino acid
sequences that may contribute to their antioxidant and ACE inhibitory activities. In
this thesis, the production and characterization of different bioactive protein
hydrolysates from limpet protein concentrate using commercial food-grade proteases
such as Alcalase and Flavourzyme were also carried out. In addition to ACE inhibition
and antioxidant activities of protein hydrolysates produced with these enzymes, the
inhibition effect against dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) was also investigated. In
general, hydrolysates generated with Alcalase from limpet protein concentrate showed
higher in vitro activity compared to hydrolysates generated with Flavourzyme. The
findings of this study showed that limpet protein concentrate has high nutritional
quality with good digestibility for human consumption containing a series of encoded
bioactive peptide sequences. The findings indicated that hydrolysates obtained
following gastrointestinal digestion could serve as a potential source of antioxidative
and ACE inhibitory peptides. Furthermore, these findings indicated that limpet protein
hydrolysates produced with Alcalase could be a promising source of bioactive peptides
for the development of novel antioxidants as well as ACE and DPP-IV inhibitors
associated with Type-2 diabetes and hypertension diseases.

Keywords: Patella vulgata, Limpet, PDCAAS, Hydrolysate, Peptide, ACE inhibitor,
DPP-1V inhibitor, Antioxidant, In vitro bioactivity, Digestibility



ON SOZ VE TESEKKUR

Lisansiistii egitimim ve akademik hayatim boyunca benden higbir destegini
esirgemeyen ve akademik hayatimda bana yol gdésterici olan akademik danismanim
Sayin Prof. Dr. Deniz EKINCI’ye sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim. Tez
calismama yaptiklar katki ve yardimlari i¢in Tez Izleme Komitesi Uyesi Sayin hocam
Prof. Dr. Hakan ARSLAN’a ve Dog¢. Dr. Levent MERCAN’a tesekkiir ederim. Tez
igeriginin gelistirilmesi ve zenginlestirilmesine yonelik degerli goriis ve dnerilerinden
dolay1 tez savunma jurisinde yer alan Bilecik Seyh Edebali Universitesi Rektorii Saym
Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR ve Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Biyoteknoloji Bolimi Ogretim Uyesi Sayin Dog. Dr. Erciiment AKSAKAL’a
tesekkiir ederim. Caligmalarim sirasinda ve tiim egitim hayatim boyunca maddi ve
manevi destegini hichir zaman esirgemeyen tim aileme en derin sevgi ve saygilarimi
sunarim.

Tez calisgmam boyunca, bilgi ve deneyimlerimizi paylastigimiz ve yardimlarini
hichir zaman esirgemeyen Tarimsal Biyoteknoloji Bolimii ¢alisma arkadaslarima
sonsuz tesekkiir ederim. Doktora tez caligmalarimla ilgili olarak 2022 yilinda
Irlanda’daki Limerick Universitesi, Fen ve Muhendislik Fakiltesi, Doga Bilimleri
Okulu, Biyolojik Bilimler Bolumiinde yaptigim arastirmalarimi “2214-A Yurt Dist
Doktora Sirast Arastirma Burs Programi” ile destekledigi igin her daim bilim ve bilim
insanmin destekgisi olan TUBITAK Bilim Insani Destek Programlar1 Baskanligi’na
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

I would like to acknowledge the outstanding support and guidance of Professor
Richard J. FitzGerald during the course of this PhD thesis, as well as Dr Maria
Cermeiio, Dr Mohammadreza Khalesi, Dr Thanyaporn Kleekayai, Dr Miryam Amigo-
Benavent and Dr Neda Khatib, all of whom gave me the time, the strength, courage

and independence to develop as a researcher during my laboratory work.

Giirkan BILIR



ICINDEKILER

TEZ KABUL VE ONAY T o i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK BEYANI ....coiiitiiiiirieiiseisseess s i
TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI ....cocooviiiiieeieceeee e ii
OZET ottt iii
ABSTRACT s \Y%
ONSOZ VE TESEKKUR ......c.cooitiiieiieieeteeeeeee st eses s sastsssas s s s s s sennans v
ICINDEKILER .........oooviiieiiceeeeeeee ettt sttt an s Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR ...........cccooooiiiiiiiniiiiiisissssesesess e vii
SEKILLER DIZINI .....coooiiiiioeeceeeeeeee et viii
TABLOLAR DIZINI ....coooiiiiiiiic s iX
Lo GIRIS oot 1
IR Y 3= Vo PRSPPI 8
2. GENEL BILGILER...........cccooiiiiiiiiiiiessiesi s 9
2.1. Protein Kaynag1 Olarak Kullanilan Deniz Salyangozu............cccoccvevienieiiciiniicnieee. 9
2.2. Protein 1zolasyon YONtEMIET ..........cc.cceveveuereeriereesieseeseiessse s 10
2.3. Proteinlerin HIidrolizi ... 12
2.4, HIArONZ DEIECESI .....euvviieiiirciiiie et 13
2.5. Protein Hidrolizatlarinin Elde Edilme Yontemleri ..........cccooceeiiiiiiiiiiiiiiienicieeie 14
2.5.1. Kimyasal HIArOlzZ.........ccoooveiiiiiiii e 15
2.5.2. Mikrobiyal FErMENTaSYON .......cc.coviiiiiiieiieieiese s 16
2.5.3. ENZIMatik HIAIONIZ........coviviiiiiiiieiie s 17
2.6. Deniz Yumusakgalariin Sindirilebilirligi ve Biyoyararlanimlari............cccocoeveennens 21
2.7. Deniz Yumusakgalarinin Biyolojik AKEVItEIeTT .....cvvvvviieiiiieiiecene e 24
2.7.1. AntioKSIAAN AKEIVITE .......coviiiiiieiiiiiee s 24
2.7.2. Antihipertansif AKLIVITE .......cccoooiiiic e 26
2.7.3. Antidiyabetik AKLIVITE ........cceiiiiiiiiiie e 28
2.8. Biyoaktif Peptitlerin Karakterizasyonu ve Tanimlanmasi...........cccovevvvieiienieennnninns 30
3. MATERYAL VE YONTEM.....ocoooiiiiieiieieseee et 32
3L MIBLEIYAL ... 32
3.2. Limpet Homojenatinin Hazirlanmasi..........cccoeeiiieiininieiiicec e 32
3.3. Limpet Homojenatinin Azot Coziintirlik Profili ............cccooiiiiiiiinii 33
3.4. Limpet Protein Konsantresinin Hazirlanmasi..........c.cccoovveveiieiciecicse s 34
3.5. Besin Bilegimi ANAlIZISTT......ccveiiiiiiiiiiiecieeiee e 34
3.6. Protein Sindirilebilirligi ve Diizeltilmis Amino Asit Skoru (PDCAAS) Belirleme.... 35
3.6.1. Amin Igeriginin Belitlenmesi..........ccccevevcueueveeeeeieeeieeecee e sese e 35
3.6.2. AMINO ASIt ANAIIZI ... 36
3.6.3. PDCAAS'TN hesaplanimast .........ccocveiirieiiniinie et 36
3.7. Protein Hidrolizatlarinin Olugturulmast.........cccecveiieiiiiiiiieiieieesee e 36
3.7.1. ENZIMAtiK HIArOZ......oviviiciicicec e 36
3.7.2. INFOGEST Yontemi Kullanilarak in vitro Gastrointestinal Sindirim................. 37
3.8. Hidroliz Derecesinin OIGUIMESI............covvueveecieieeeieeee e 38
3.9. SDS Poliakrilamid Jel EIEKIrOfOrezi...........ocevveiiiiiiiiii e 38
3.10. Jel Gegirgenlik-Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ........cccccevvvvivevesviiverennnn 39
3.11. Ultra Yiiksek Performanslh Sivi Kromatografisi (UPLC) .........ccceoeiiiieieniiienen, 39
3.12. Biy0aKtivite ANGIIZIETT .......cceeiiiece e s 39
3.12.1. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesinin Belirlenmesi...........c.ccoccovvvenerienne. 39
3.12.2. 2,2"-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-stlfonat) (ABTS*) Radikal indirgeme
AKLIVItESININ BEHTTENMEST ... 40
3.12.3. Demir Iyonu indirgeyici Antioksidan Giig Aktivitesinin Belirlenmesi ............. 40
3.12.4. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim Inhibitor Aktivitesinin Belirlenmesi............ 41
3.12.5. Dipeptidil peptidaz (DPP)-1V inhibitor aktivitesSi...........cccocvererovnieenriieienee 41
3.13. LC-MS/MS ile Peptit Dizilimlerinin Belirlenmesi ...........cccccooivveinieiieieneee 42
3.14. IStAtiSIKSE] ANAIZ....vcvevvvereceeteieeee et e ettt et en et eeae et en s e 42



4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 43
4.1. Limpet Homojenatinin Besin Bile$imi ........cccccviiiiiiiiiiiiciiciie e 43
4.2. Limpet Protein Konsantresinin Ekstraksiyonu ve Karakterizasyonu..............c..c........ 44

4.2.1. Azot COZUNUTTTZT.......eevvevirieeeeeesee e 44
4.2.2. Limpet Protein Konsantresinin AA Bilesimi ve PDCAAS.........cccccoiviviiiiinenn, 46
4.2.3. Limpet Protein Hidrolizatlarinin Hidroliz Derecesi..........cccovvviviiiiinneniinninnennnn, 48
4.2.4, SDS-PAGE PrOfili ...ccviiiiiiee et 50
4.2.5. Limpet Protein Hidrolizatlarinin Molekiiler Kiitle Dagilimi ............ccccoevvenennene. 52
4.3. Limpet Protein Hidrolizatlarinin in vitro Biyolojik Aktiviteleri...........cc.cccocevvenennenn. 55
4.3.1. Enzimatik Protein Hidrolizatlart ...........ccooceeiiiiiiiiieiic e 55
4.3.2. In vitro Gastrointestinal Sindirim Hidrolizatlari ............ccecoevueveveerecsereereisnnenns 60
4.4, LC-MS/MS ile Peptit Dizilimlerinin Belirlenmesi ..........cccccovveviiviie v, 62

5. SONUC VE ONERILER..........cccocoiiiitiieeeeee et eeeeee et en e 67

KAYNAKLAR .ottt ettt et et este et e testeereenbeaneeneesteeneeneeenes 69

OZ GECMIS.......ooooeeeeeeeeee ettt ettt ettt na et n st an e 83

vii



AA
ABTS
ACE
ACN
DPP-IV
EAA
FRAP
GP-HPLC
HD
LC-MS/MS
LPK
NPN
ORAC
PAGE
PDCAAS
PN

SDS

TFA

TN
TNBS
UPLC

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Amino asit

: 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-stlfonat)

: Anjiyotensin doniistiiriici enzim

- Asetonitril

: Dipeptidil peptitaz-1V

: Esansiyel amino asit

: Demir iyonu indirgeme gicl

: Jel gecirgenlik-ytiksek performansl sivi kromatografisi
: Hidroliz derecesi

- S1v1 kromatografi-kitle spektrometresi/kitle spektrometresi
: Limpet protein konsantresi

: Protein olmayan azot

: Oksijen radikal absorbans kapasitesi

: Polakrilamid jel elektroforezi

: Protein sindirilebilirligi diizeltilmis amino asit skoru

: Protein azotu

: Sodyum dodesil sulfat

: Trifloroasetik asit

: Toplam azot

: Trinitrobenzen sulfonik asit

: Ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi

viii



SEKILLER DiZINi

Sekil 2.1. Patellidae familyasinin genel morfolojik ve anatomik yapisi..........c.coccveee. 9
Sekil 3.1. Limpetlerin toplandigt KOnum ............ccceeiiiiiiiiiiinicice e, 32
Sekil 3.2. Limpet homojenatinin hazirlanmast .........coccvevviieiiiee e 33
Sekil 4.1. Limpet homojenatinin azot ¢oziiniirlik profili.........c.ccoovvviiniiniiiiiiennen, 45
Sekil 4.2. Alkalaz ve Flavourzyme ile elde edilen limpet protein hidrolizatlarinin
PIAFOIIZE .o 48
Sekil 4.3. In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirimin ardindan elde edilen
hidrolizatlarin hidroliz dereceleri..........oocviviiiiiiiiiiiieiie e 49

Sekil 4.4. Limpet protein konsantresinin ve INFOGEST sindirimini takiben kargilik

gelen hidrolizatlarin SDS-PAGE profilleri.........cccooviiieiiiiiiiiicee, 50
Sekil 4.5. Alkalaz (A) ve Flavourzyme (B) enzimleri ile elde edilen protein
hidrolizatlarinin SDS-PAGE profilleri ...........ccoooiiiiiiiieee, 51
Sekil 4.6. Flavourzyme ve Alkalaz enzimleri elde edilen limpet protein
hidrolizatlarinin molekiiler kiitle dagilim profilleri...........cccccoeriiiiiinnnnn. 53
Sekil 4.7. Flavourzyme ve Alkalaz enzimleri ile elde edilen limpet proteinlerinin
hidrolizatlarinin RP-HLPC profilleri.........cccccoveviiiiiiiiieceee e 53
Sekil 4.8. Limpet protein konsantresi, gastrik ve gastrointestinal sindirim
hidrolizatlarinin molekiiler kiitle dagilimlart............cccoccoeviiiiiiiiiic, 54

Sekil 4.9. Alkalaz ve Flavourzyme ile elde edilen limpet protein hidrolizatlarinin
antioksidan aktiVIteleri............ccooviiiiiiiiic e, 57

Sekil 4.10. Alkalaz ve Flavourzyme ile olusturulan limpet protein hidrolizatlarinin
in vitro anjiyotensin-I-doniistiiriici enzim (ACE) inhibisyonu ................... 59

Sekil 4.11. Alkalaz ve Flavourzyme ile olusturulan limpet protein hidrolizatlarinin
in vitro dipeptidil peptidaz IV (DPP-1V) inhibisyonu .............ccccccceeivvenee. 59

Sekil 4.12. In vitro gastrointestinal sindirim hidrolizatlarmin (A) ORAC deneyi, (B)
ABTS radikal indirgeme deneyi, (C) FRAP ve (D) ACE inhibisyonu
kullanilarak biyolojik aktiviteleri..........ccoooviiiiiiiiiniii 61

Sekil 4.13. In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirimden elde edilen
hidrolizatlarda tanimlanan peptitlerin Uniprot veri tabani yaklasimi
kullanilarak Venn diyagrami (A) ve dev baykus limpetinden elde edilen
aktinin peptit kapsamini temsil eden peptigram (B) ..........cccoovveviiiinnnnn. 64



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 1.1. Yumusakgalar elde edilen protein hidrolizatlar1 ve peptitlerle iliskili

DIYOIOJIK AKEIVITEIET ... 6
Tablo 4.1. Limpet eti, homojenat ve limpet protein konsantresinin temel besin

{031 EES] T o TP TP TP 43
Tablo 4.2. Limpet protein konsantresinin toplam amino asit bilesimi....................... 46

Tablo 4.3. 2-5 yas arast bir cocugun amino asit gereksinimleri ile
karsilagtirildiginda LPK'nin EAA bilesimi......ccccoocvviiiiiiiiiniiiic e, 47

Tablo 4.4. In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirimden elde edilen hidrolizatlarin
sivi kromatografi kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile Uniprot veri
tabani kullanilarak peptitlerin tanimlanmasi............cccocveviiieniiciiiicieenenn, 63

Tablo 4.5. In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirimden elde edilen hidrolizatlarin
s1v1 kromatografi kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile de novo yaklagim
kullanilarak peptitlerin tanimIanmast ...........ccovveririrenieninieseee e 65



1. GIRIS

Buyuk bir biyogesitlilige sahip olan su ekosistemi, gida, ilag ve kozmetik
endustrileri icin potansiyel olarak ekonomik degere sahip besinler ve biyolojik olarak
aktif bilesikler iceren milyonlarca tiirden olusan sinirsiz bir kaynaktir. Denizlerde
kesfedilmemis biyoteknoloji firsatlarini degerlendirmek ve hakkinda daha fazla bilgi

edinmek i¢in kapsamli arastirmalar ydrittilmektedir (Ucak vd., 2021).

Toplam kiiresel balik ve kabuklu deniz iiriinleri {iretimi son yillarda artarak
2019'da yaklasik 177.8 milyon tona ulagmistir. Bu deger, yabani avlanma ve su
tirlinleri yetistiriciligi arasinda boliinerek 92.5 milyon tonu yabani avlanmadan, geriye
kalani ise su drtinleri tretiminden kaynaklanmigtir. Su {irtinleri iiretimi, 2002°de 36.8
milyon ton iken istikrarli bir sekilde artarak 2019’da 85.3 milyon tona ulagsmistir ve
tahmini degerinin 260 milyar ABD dolar1 oldugu bildirilmistir. FAO (2021) verilerine
gore, 2019 yilinda toplam diinya su iiriinleri yetistiriciligi tiretiminin %66'sin1 balik
tirleri olusturmaktadir, bu Uretimin %20.6’s1 yumusakgalardan (17.6 milyon ton),
%12.3’1 kabuklu deniz organizmalarindan (10.5 milyon ton) ve %1.1°i ise diger su
hayvani tiirlerinden (977 bin ton) olusmaktadir. Toplam su urunleri Gretiminin %89
‘unun insan tiikketimine ayrildigi, geriye kalan %11'inin ise balik unu ve balik yag1 gibi
diger tiriinlere ayrildigi tahmin edilmektedir (FAO, 2021).

Bolluklar1 ve gesitlilikleri sayesinde deniz organizmalari, gelisen gida ve ilag
endustrileri i¢in hayati bir tedarik kaynagi olusturmaktadir (Khan ve Liu, 2019). Deniz
ortami, diinya yuzey alanin %70'ini olusturur ve buradaki biyolojik ¢esitliligin, birgok
aragtirmact tarafindan tropikal yagmur ormanlarindan bile daha biiyiik oldugu
degerlendirilmektedir (Ebada vd., 2008). Deniz organizmalari, besin degerleri ve
fonksiyonel gida ve nutrasotikler endustrisindeki potansiyel rolleri nedeniyle bilim
insanlar1 tarafindan biiytik ilgi goren Onemli bir besin kaynagidir. Deniz
organizmalarindan izole edilen birgok {iirliniin saglig1 gelistirici etkileri, basarili klinik
denemelerin ardindan kanitlanmistir (Khan ve Liu, 2019). Muhtemelen, yumusakgalar
bu acidan en dikkate deger deniz organizmalari grubudur. CUnk{ tiim hayvanlarin
%7'sini olusturan yumusakgalar, yaklasik 200.000 tiirden olustugu tahmin edilen en
yaygin ikinci hayvan subesi olarak kabul edilir ve 52.000'den fazla deniz yumusakcasi
tird tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Benkendorff, 2010; Santhanam, 2018).
Viicutlar1 ayaklara ve i¢ organlara boliinmiis sekiz yumusak govdeli omurgasiz

smifindan ¢ift kabuklular (istiridye, midye ve deniz taragi), kafadanbacaklilar

1



(ahtapot, kalamar ve miirekkep balig1) ve gastropodlar (deniz salyangozlari, limpet,
denizkulagi ve kum midyesi) ekonomik agidan 6nemli yumusakgalar1 temsil eder
(Venugopal ve Gopakumar, 2017). Bu Ug¢ gruptan cift kabuklular ve gastropodlar,
dogal iiriin kesfi ile ilgili olarak en ¢ok arastirilan yumusakgalar1 olusturur ve toplam

yumusakea tiirlerinin yaklasik %98'ini olusturur (Avila, 2006).

Ekonomik agidan 6nemli bir¢ok yumusakcanin ticari olarak dUretilmesi ve
yetistirilmesi, yUksek besin degeri ve bununla baglantili saglik yararlar1 nedeniyle
olagandir. Bolluklar1 ve yakalanip yetistirilme kolayliklari, onlar1 nutrasétikler,
fonksiyonel gidalar ve gida takviyeleri i¢in bir dizi endiistriyel isleme i¢in uygun bir
aday haline getirmistir (Khan ve Liu, 2019). Deniz yumusak¢alariin tiikketimi
yayginlagmaktadir ve hakli olarak “dogal fonksiyonel gidalar” olarak kabul edilmistir
(Suleria vd., 2015). Ornegin, fermente mavi midye ve istiridye soslarindan elde edilen
biyoaktif peptitler hipertansiyonu énemli 6l¢iide azalttigi (Je, Park, Jung, vd., 2005;
Je, Park, Byun, vd., 2005; Wijesekara ve Kim, 2010), 6giitiilmiis denizkulagi ve onun
kabuklar1 g6z hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi bildirilmistir (Kim ve Pallela,
2012).

Diinya yiizeyinin neredeyse dortte liciinii olusturan deniz ortami ve toplam
kiiresel biyogesitliligin yaklasik yarisini olusturan deniz organizmalar1 ¢esitli
biyofonksiyonel bilesenlerin zengin kaynaklaridir. Ozellikle, bu biyoaktif bilesiklerin
bazilar1 azotlu bilesenleri (protein, peptitler ve aminoasitler) igerir. Ayrica deniz
organizmalarinda bugiine kadar ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip ¢ok sayida bu azotlu
bilesenler tanimlanmistir. Deniz organizmalari proteinden tiiretilmis biyoaktif
peptitlerin Uretimi icin iyi bir aday hammaddeyi temsil eden 6nemli miktarlarda
yuksek kaliteli protein (%10-47 (w/w)) icermektedir (Harnedy ve FitzGerald, 2012,
2013a).

Yumusakgalarin ve kabuklu deniz canlilarinin protein igerigi genellikle %7 ile
%23 (w/w) arasinda tiirlere gére degismektedir (Murray ve Burt, 2001). Ornegin;
karides %17-22, deniztarag1 %12-20, kalamar %15-18, yenge¢ %18-22, 1stakoz %16-
26, kril %12-15 ve midye ve istiridye %6-18 oraninda protein igermektedir
(Tahergorabi ve Jaczynski, 2016). Miyofibriller, sarkoplazmik ve stroma proteinleri,
deniz organizmalar1 kas proteinlerinin ¢ ana grubudur. Genel olarak, miyofibriller
proteinler (yapisal proteinler) deniz organizmalar1 kaslarindaki toplam proteinin %65-

75'ini (w/w) olusturur (Venugopal, 2009). Yiksek tuzda ¢oziinebilen bu proteinler,
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temel olarak miyozin, aktin, tropomiyosin, m-protein, alfa-aktin, beta-aktin, c-protein
ve troponin T, I ve C'den olusur ve bunlarin %65-78'ini (w/w) miyozin ve aktin
olusturur (Vareltzis, 2000). Ek olarak, omurgasiz kasi, omurgali miyofibrillerinde
bulunmayan bir protein olan paramiyosin icerir. Paramiyosin seviyesi, bir kabuklu
deniz hayvani miyofibrilinden digerine Onemli Ol¢lide degisebilir. Deniztaragi,
kalamar ve istiridye igin %3-19 arasindaki degisen paramiyosin seviyeleri
bildirilmistir. Ayrica paramiyosin, dnemli miktarlarda glutamik asit, arjinin ve lizin ve
diisiik seviyelerde prolin igerir (Belitz vd., 2004; Venugopal, 2009). Sarkoplazmik
(suda veya diisiik tuzlu tamponda ¢6ziinen) proteinler, toplam kas proteininin yaklasik
%15-35'ini (w/w) olusturmaktadir. Genel olarak, bu protein fraksiyonu esas olarak
miyoglobin, hemoglobin, sitokrom proteinleri ve ¢ok ¢esitli endojen enzimlerden
olusmaktadir (Harnedy ve FitzGerald, 2012, 2013a). Bununla birlikte, her bir proteinin
seviyesi tiirler arasinda onemli olgiide degisebilir. Ormegin bazi yumusakealar
hemoglobin icermedigi ve dahasi, balik ve memeli kaynakli sarkoplazmik proteinler
arasinda kompozisyon farkliliklar1 Dbildirilmistir (Belitz vd., 2004). Balik
miyoglobininin sistein i¢erdigi ancak memeli esdegerinde bu rezidliniin olmadig: rapor
edilmistir. Stroma veya bag dokusu proteinleri esas olarak kolajen ve elastinden
olugsmaktadir. Genel olarak, kas proteinleri yaklasik %3 (w/w) stroma proteinlerini
icermektedir. Bununla birlikte bazi deniz organizmalarinda, stroma proteinleri toplam
kas proteininin %210'unu (w/w) olusturabilmektedir (Harnedy ve FitzGerald, 2012,
2013a).

Deniz Grtnlerinin kas proteinleri dahil tim proteinler, uzun ve yapisal olarak
karmagik bir biyomolekiil halinde birbirine baglanmig aminoasit (AA) zincirleridir
(Tahergorabi ve Jaczynski, 2016). Proteinler, insan viicudundaki temel fizyolojik ve
biyolojik islevleri diizenlemek igin kullanilan temel bilesenlerinden biridir. Gida
proteinleri, tiketildikten sonra proteaz enzimleri tarafindan gastrointestinal sindirim
sirasinda daha kiigiik peptitlere ve amino asitlere parcalanmaktadir (Jeon ve
Samarakoon, 2013). Bu nedenle, protein kalitesi biiyiik 6lgiide amino asit igerigine ve
sindirilebilirligine baglidir. Amino asitler, hiicre ve organlarin biiylimesi, bakimi1 ve
metabolik aktivitesi i¢in birgok biyokimyasal yolaga katilir ve gereksinimleri yasamin
evresine bagh olarak degismektedir (Aristoy ve Toldra, 2004). Dogal olarak olusan
yaklasik 20 AA vardir ve bunlardan 9'u esansiyel aminoasittir. Esansiyel aminoasitler

insan beslenmesinde 6zellikle 6nemlidir ¢linkii insanlar onlar1 de novo sentezlemek



icin fizyolojik bir yetenege (biyokimyasal yolak) sahip degildir. Bu nedenle, esansiyel
aminoasitleri insanlara saglamanin tek yolu yeterli ve dengeli besin alimindan
gecmektedir. Insanlarda etkili protein sentezi icin dokuz esansiyel aminoasit timii
gereklidir. Eger besin herhangi bir esansiyel aminoasitden yetersiz ise, protein
sentezinin genel orani en az bulanan esansiyel aminoasitler ile sinirlanacaktir. Protein
sentezini sinirlayan esansiyel aminoasite, insanlarda protein sentezinin tam hiziyla
ilerlemesine izin vermemesinden dolay1 sinirlayici esansiyel aminoasit denir
(Tahergorabi ve Jaczynski, 2016). Boylece, bir proteindeki amino asit profili ve
siirlayict amino asitlerin bilinmesi, yalnizca o proteinin kalitesini kontrol etmek igin
degil, aym1 zamanda gerekli amino asitlerle takviye ederek beslenme kalitesini
tyilestirmek i¢in de cok dnemlidir. Belirli bir proteinin, yiyecegin veya diyetin amino
asit bilesimi hakkinda iyi bir bilgi elde etmek i¢in amino asit analizinin 6nemi agiktir.
Ayrica, siirlayict bir amino asidin bilgisi, temel gidalarda, yaslilar veya bebekler gibi
0zel beslenme ihtiyaglari olan popiilasyonlar igin gidalar tasarlarken de ¢ok 6nemli
oldugu bildirilmistir (Aristoy ve Toldra, 2004). Genellikle gida sistemlerinde
sinirlayici olduklari bildirilen lizin ve metiyonin esansiyel aminoasitleri dzellikle deniz
urtnleri proteinlerinde ylksek miktarlarda bulunmaktadir (Ahn ve Kim, 2013;
Tahergorabi ve Jaczynski, 2016). Kabuklu deniz organizmalari, baliklarla
karsilastirildiginda yiiksek amino asit icerigine sahiptir (Venugopal ve Gopakumar,
2017). Ornegin, istiridye (Meretrix lusoria), midye (Mytilus coruscus) ve deniz
salyangozunun (Hexaplex trunculus) yenilebilir kisimlarinin, 16sin, lizin, treonin ve
fenilalanin basta olmak Uzere esansiyel amino asit kaynaklari oldugu bildirilmistir
(Karnjanapratum vd., 2013; Li vd., 2010; Zarai vd., 2011). Ayrica, karides, 1stakoz,
yengeg, kalamar ve diger deniz organizmalari genellikle baliklardan daha fazla
miktarda arjinin, glutamik asit, glisin ve alanin icermektedir (Tahergorabi ve
Jaczynski, 2016).

Proteinler, biiyiime ve normal viicut fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi igin gerekli
enerji ve amino asitleri sagladiklari icin O6nemli bir makro besin maddesidir.
Proteinlerin bir¢ok fizyolojik ve islevsel 6zelligi biyoaktif peptitlere atfedilmektedir.
Gida proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptitler, saglik artirici 6zelliklerinin
farkindalig1 nedeniyle giderek daha cazip hale gelmektedir. Birgok dogal ve islenmis
gidadan elde edilen biyoaktif peptitler artik izole edilmis ve karakterize edilmistir.

Bagirsak sindirimi sirasinda metabolizma siirecinde potansiyel fizyolojik modulatorler



olarak islev goriirler ve yapilarina, bilesimlerine ve amino asit dizilimlerine bagl
olarak serbest birakilirlar. Bazi biyoaktif peptitlerin nutrasotik potansiyele sahip
oldugu ve hipertansiyon gibi durumlarin tedavisinde aday olarak kullanilma
potansiyeli ile genel insan saghigini destekledigi bildirilmistir (Pujiastuti vd., 2019).
Diyet proteinlerinin vicuttaki fizyolojik parametreleri etkileyebilen peptit dizileri
icerdigi gosterilmistir. Degistirilen parametrelerden bazilar1 kan basinci, insiilin ve
glukoz homeostazi, kan kolesterol seviyesi ve bagisiklik fonksiyonudur (Harnedy ve
FitzGerald, 2013a). Genellikle, biyoaktif peptitler, ana proteinlerin yapisi i¢inde
inaktif bir durumda sifrelenmistir. Bu tiir peptitler, in vitro enzimatik hidroliz,
gastrointestinal sindirim ve gida isleme (6rnegin fermantasyon) yoluyla elde edilebilen
ana proteinlerden serbest birakildiktan sonra aktif hale gelir (Chai vd., 2017; Harnedy
ve FitzGerald, 2013a). Optimal kosullar altinda enzimatik hidroliz, deniz kokenli
proteinler de dahil olmak iizere gida proteinlerinden antioksidan ve diger biyoaktif
peptitlerin serbest birakilmasi igin en etkili ve giivenilir stratejidir (Chai vd., 2017).
Ayn1 zamanda gida ve ila¢ endiistrilerinde biyoaktif peptit iiretimi i¢in tercih edilen
bir yontemdir (Kim ve Wijesekara, 2010). Peptitler, amino asit icerikleri, amino asit
dizilimleri ve yapisal 6zellikleri nedeniyle antioksidan, antimikrobiyal, antihipertansif,
antikanser, antiviral, antitrombotik, hipokolesterolemik ve immun-modulator gibi
insan saglig1 lizerinde etkisi olan gesitli biyolojik aktiviteler sunmaktadir (Borrajo vd.,
2019; Helkar vd., 2016; Lemes vd., 2016; Mullen vd., 2017). Ayrica, gida
maddelerinde dogal koruyucu olarak ve fonksiyonel gidalarda faydali bilesenler olarak
kullanilabildigi bildirilmistir (Di Bernardini vd., 2011). Deniz organizmalarindan elde
edilen proteinler bitki, hayvan veya mikrobiyal kaynaklardan alinan proteolitik
enzimlerle yuksek duzeyde kontrolli bir ortamda hidrolizi sonucunda, potansiyel
biyofonksiyonel 6zelliklere sahip bir dizi peptit Gretme kapasitesine sahiptir. Bugiine
kadar, deniz organizmasi protein hidrolizatlar1 esas olarak diisiik degerli hayvan
yemlerinin, su kiiltiirli (balik ve kabuklu deniz {iriinleri) yemlerinin, tatlandiricilarin
ve besin takviyesi i¢in bilesenlerin tiretiminde kullanilmistir (Neves vd., 2016b).
Tablo 1.1. yumusakgalar1 protein kaynagi olarak kullanip bugiine kadar tanimlanan
farkli biyoaktif hidrolizatlari ve peptitleri gostermektedir. Yumusakgalardan turetilen
baz1 hidrolizatlar ve peptitler, antioksidan, antidiyabetik, antihipertansif,

antimikrobiyal, antikoagilant ve iltihaplanmay1 6nleyici gibi aktiviteler gostermistir.



Tablo 1.1. Yumusakgalar elde edilen protein hidrolizatlar1 ve peptitlerle iligkili biyolojik aktiviteler

Tar ismi

Enzim(ler)

Peptit dizisi/tanim

Biyoaktif 6zelligi

Kaynak

Deniz hiyar1

(Acaudina molpadioidea)
Istiridye

(Crassostrea gigas)

Istridye

(Crassostrea madrasensis)
Istiridye

(Crassostrea
talienwhanensis)

Tatli su midyesi
(Corbicula fluminea)

Dev kalamar
(Dosidicus gigas)

Denizkulag1
(Haliotis discus)

Hint kalamari
(Loligo duvauceli)

Sert istiridye
(Meretrix lusoria)

Bromelain™ ve Alkalaz™

Protameks™

Papain

Tripsin

Pepsin, Tripsin and a-kimotripsin

Papain

Alkalaz

Protameks™ ve Flavourzyme™

Alkalaz™
Tripsin
Tripsin

Pepsin, tripsin, a-kimotripsin

a-chymotrypsin

Protameks™

MEGAQEAQGD

QCQCAVEGGL
DFEEIPEEYLQ
B-Timosin
LKQELEDLLEKQE
ISIGGQPAGRIVM

PVMGA, QHGV

VKP ve VKK

GPLGLLGFLGPLGLS
FDSGPAGVL, NGPLQAGQPGER
NADFGLNGLEGLA, NGLEGLK
PFNQGTFAS

WCTSVS

VRK, YN

Antihipertansif

Antienflamatuvar
Antikoagulan
Antimikrobiyal
Antioksidan
Antioksidan

Antioksidan

Antihipertansif

Antioksidan
Antioksidan
Antioksidan
Antihipertansif, Antialerjik

Antioksidan

Antihipertansif

(zhao vd., 2009)

(Hwang vd., 2012)
(Cheng vd., 2018)
(Nam vd., 2015)

(Qian vd., 2008)

(K. K. Asha vd., 2016)

(Wang vd., 2014)

(Tsai vd., 2006)

(Aleman vd., 2011)
(Mendis vd., 2005)
(Rajapakse vd., 2005)
(Ko vd., 2016)

(Sudhakar ve  Nazeer,

2015)
(Tsai vd., 2008)



Tablo 1.1. (devam)

Tar ismi Enzim(ler) Peptit dizisi/tanimi Biyoaktif ozelligi Kaynak
Sert kabuklu midye Pepsin AFNIHNRNLL Antikanser (Kimvd., 2012)
(Mytilus coruscus) Alkalaz™, Flavourzyme™, GVSLLQQFFL Antienflamatuvar (Kim, Kim, vd., 2013)

Mavi midye
(Mytilus edulis)

Kum midyesi
(Ruditapes philippinarum)

Deniztaragi
(Patinopecten yessoensis)
Yesil midye

(Perna canaliculus)

Kaya istiridyesi
(Saccostrea cucullata)
Inci istiridyesi

(Pinctada fucata)

Kan midyesi
(Tegillarca granosa)

Notraz™, a-kimotripsin, Papain,
pepsin, tripsin

Tripsin

Pepsin, tripsin, a-kimotripsin
Pepsin

Neutrase™

Alkalaz™, Flavourzyme™,
Corolase PP™ yve Promod
144MG™

a-kimotripsin

Alkalaz™

Notraz™

Pepsin

Bacillius cereus SU12'den proteaz
Bacillus subtilis’den Nikleisin ve

Orientaz™

Notraz™

SDHQMAQSACMGLAQDAAYASAI
LVGDEQAVPAVCVP

PIIVYWK, TTANIEDRR, FSVVPSPK
YPPAK

Protein hidrolizat

SVEIQALCDM, AVLVDKQCPD
QCQQAVQSAV
HMSY, PEASY

Protein hidrolizati

LANAK

GVGSPY

WPP

Antimikrobiyal
Antioksidan

Antioksidan

Antioksidan
Antihipertansif,
Antidiyabetik, Antioksidan
Antioksidan, Antikanser
Antienflamatuvar
Antioksidan

Antihipertansif,
Antioksidan
Antioksidan, Antikanser

Antihipertansif

Antioksidan, Antikanser

(Oh vd., 2020)
(Jung vd., 2007)
(Park vd., 2016)
(Wang vd., 2013)
(Neves vd., 2016a)

(Kim, Hwang, vd., 2013)
(Lee vd., 2012)
(Wu vd., 2016)

(Jayaprakash ve Perera,
2020)
(Umayaparvathi vd., 2014)

(Sasaki vd., 2019)

(Chi vd., 2015)




1.1. Amag

Diinya ¢apinda yumusakgalar ve kabuklu deniz canlilar1 da dahil olmak iizere
bircok organizmada yapilan calismalarda yeni biyolojik olarak aktif bilesikler
kesfedilmeye devam ederken, Patella tirlerinden elde edilen protein hidrolizatlarin ve
hidrolizatlar1 olusturan peptitlerin biyoaktif 6zelliklerinin yan1 sira potansiyel protein
sindirilebilirligine iliskin herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, mevcut
tez calismasinin amaglarti;

e Irlanda'nin bati kiyisindan toplanan limpetlerden (P. vulgata) proteinleri izole
etmek ve limpet protein konsantresini fizikokimyasal 6zellikleri ve beslenme
kalitesi (AA bilesimi ve protein sindirilebilirligi gibi) agisindan karakterize
etmek,

e Limpet protein konsantresinden enzimatik hidroliz ve in vitro gastrointestinal
sindirim yontemleri kullanilarak peptitlerden olusan protein hidrolizatlarini
elde etmek ve karakterize etmek,

e [n vitro gastrointestinal sindirimin peptit profili lzerine etkisini
degerlendirmek,

e Limpet protein konsantresi, hidrolizat ve peptitlerin in vitro biyoaktif
(antioksidan, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) ve dipeptidil peptidaz-1V

(DPP-1V) inhibisyonu) dzelliklerini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Protein Kaynag Olarak Kullamlan Deniz Salyangozu

Patella vulgata tir deniz salyangozu, yumusakgalar subesinden Patella
(Gastropoda:Patellidae) cinsine aittir ve kuzey Avrupa kiyilarindaki gelgit
topluluklarinin 6nemli deniz organizmalaridir (Firth vd., 2017; Reguera vd., 2018;
Santini vd., 2019). Limpet olarak adlandirilan bu tiir deniz salyangozlari, deniz
ortaminda sarmal yap1 gostermeyen kabuk morfolojileri ile kolayca ayirt edilebilen tek
kabuklu/karindanbacakli yumusakgalardir (Sekil 2.1.). Kuzeydogu Atlantik ve
Akdeniz'de hemen hemen tiim kayalik sahil seritlerinde dagilim gosteren Patella
tiirleri, su i¢inde veya su serpintileriyle 1slanan taslar tizerinde sikica tutunmus olarak
yasamint siirdiiriirler. Deniz salyangozlari dahil olmak (zere deniz yumusakgalari,
yuksek dizeyde protein (%10-47 (w/w)) ve diisiik doymus yag asitleri orani gibi
besleyici 6zelliklere sahiptir ve bircok bélgede temel gida olarak tiiketilir (Fernandes
vd., 2019; Weber ve Hawkins, 2002).

Sag bobregin arka lobu  Yiizeysel bagirsak halkasi
Tiikiiriik bezleri Sol bibrek Sindirim bezi | Mide

Kahn bagirsak Sag bibrek cevresel lobu

Sol bobrek uzantisi

i organ sinir diigiimii
Aniis

Sag bibrek uzantist Gonad

Tiikiiriik kanallar1

Cevresel toplar damar

Gida kanal
Sag dudak sinir diigiimii
T Kabuk kaslar1
Beyin sinir lifi
Dokunaclar <
Kalp
Radula Odontofor Sol girz Sol statokist Sol koklama orgam
Sol beyin sinir diigimii Ayak sinir diigiimii Sol gogiis zar1 sinir diigiimii

Sol yanak sinir diigiimii

Sekil 2.1. Patellidae familyasinin genel morfolojik ve anatomik yapist (Ruppert vd., 2004)

Deniz salyangozlar1 en sik gelgit boyunca kayalik kiyilarda bulunur ve kiyi
topluluklarmin yapis1 ve islevi iizerinde onemli etkilere sahiptir. Ornegin, deniz

salyangozlari, birincil besin kaynaklar1 olduklar1 igin ekosistemdeki mikroalg



bollugunu degistirebilirler (Burgos-Rubio vd., 2015; McCarthy vd., 2008; Santini vd.,
2019). P. vulgata, Irlanda kiyilarinda bulunan ve limpet olarak adlandirilan iki deniz
salyangozu tirtinden (Patella ulyssiponensis ile birlikte) biridir (Delany vd., 1998;
McCarthy vd., 2008). Patella tiirleri, yiiksek bolluklar1 ve algak gelgitler sirasinda
goreceli olarak toplama kolayligi nedeniyle degerli deniz iiriinleridir. Fakat bu tiir
deniz salyangozlari yenilebilir yumusakg¢alar olmasina ragmen, pisirildikten sonra
doku (tekstiir) yapisinin sertligi nedeniyle tiikketimi popiiler degildir. Patella tlrlerinin
dagilimlari, bolluklari, hareketsiz yasam tarzlari, bulundugu ortamdaki kirleticilerin
varlig1 ve toksisitesinin degerlendirilmesiyle ile ilgili caligmalar mevcuttur (Reguera
vd., 2018). Ancak tez ¢alismamizda protein kaynagi olarak kullandigimiz Patella
vulgata’nin biyokimyasal igerigi ve sahip oldugu potansiyel biyoaktif bilesik ¢esitliligi
hakkinda calisma bulunmamaktadir. Bu da tez c¢alismamizin 6zglnliigiinii

gostermektedir.
2.2. Protein Izolasyon Yéntemleri

Deniz organizmalar1 proteinlerini izole etmek igin yillar iginde g¢esitli
teknolojiler ve yontemler gelistirilmistir fakat bunlarin ¢ogu izole edilen proteinlerin
fonksiyonel 6zelliklerinin kaybina neden olmustur (Surasani, 2018). Bu yontemler,
izolasyon sirasinda agirlik/hacim orani, kullanilan ardisik ekstraksiyon sayist,
homojenizasyon, izolasyon pH'1 ve calkalama siiresi gibi parametrelerde farklilik

gostermektedir.

Asit veya alkali c¢oziiniirlestirme ve ¢okeltme yontemi ya da izoelektrik
¢oziinlirlestirme/gokeltme yontemi olarak da adlandirilan pH-shift yontemi bu tur
organizmalardan proteinleri izole etmek i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biridir
ve patentlenmistir (Gehring vd., 2011; Hultin ve Kelleher, 1999; Hultin ve Kelleher,
2000; Surasani, 2018). Bu yontem, kas proteinlerinin suda farkli pH degerlerinde
sergiledigi ¢oziiniirliik farkliliklarina dayanmaktadir. izoelektrik ¢okeltme yontemi,
proteinlerin asidik veya bazik ¢o6zelti kullanilarak ¢o6ziindiiriilmesini ve ardindan
izoelektrik noktalarinda (pl) ¢okeltilmesini icermektedir (Gehring vd., 2011; Nolsge
ve Undeland, 2009). Balik unu veya diger hidrolizat liretimi ile karsilastirildiginda,
son uriiniin gida ve nutrasotik uygulamalar1 igin kullanilabilecek fonksiyonel
proteinler icermesi avantajina sahiptir. Genel olarak, bir ¢ozeltideki proteinler zay1f
protein-protein etkilesimleri ile bir arada tutulur (Undeland vd., 2003) ve proteinlerin

yan zincirleri ¢ozeltinin pH'indaki degisikliklerle farkli yiikler alabilir. Protein
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¢ozeltisinin pH'indaki bir artis veya azalma sirasinda, yan zincirler giiglii pozitif veya
negatif yiikler iistlenebilir ve bu da proteinler arasinda proteinleri birbirinden ayiran
guclu itici kuvvetlere neden olur. Bu glcli pozitif veya negatif ylkler protein-su
etkilesimlerini destekleyecek ve bdylece proteinlerin ¢oziiniirliigiine neden olacaktir
(Yasothai ve Giriprasad, 2015). Asit ilavesi, hidronyum iyonlarinin (H3O") eklenmesi
yoluyla glutamil ve aspartil rezidilerinin yan zincirleri Gzerindeki net pozitif yuku
artirirken, alkali ilavesi hidroksil iyonlarinin (OH") eklenmesi yoluyla tirozil,
triptofenil, sisteinil, lizil, arjininil ve histidinil reziddlerinin yan zincirleri Gzerindeki
net negatif yiikii artiracaktir (Tahergorabi ve ark. 2012). Ayni sekilde, balik proteinleri
asidik pH'da aspartil ve glutamil rezidileri tzerindeki pozitif yikler ve bazik pH'da
lizil, tirozil ve sisteinil reziddleri Gzerindeki negatif yikler nedeniyle ¢ozunir hale
gelir. Bir protein ¢ozeltisi, yiiklerdeki denge nedeniyle homeostaz asamasina
ulastiginda, belirli bir pH'da proteinlerin ylizey elektrostatik yiikiiniin son durumu net
yik olarak adlandirilir. Protein ylizeyinde net negatif veya net pozitif yiiklerin
olugmasi, protein-protein elektrostatik itmelerine ve sisme ve genlesme nedeniyle
hidrodinamik hacimde artisa neden olur (Kristinsson vd., 2005; Undeland vd., 2003).
Protein molekuli Uzerindeki yukler daha pozitif veya negatif hale geldikce, suyla
etkilesime girmeye baglarlar ve bu da ayni anda protein-protein etkilesimlerini azaltir.
Dolayisiyla, protein daha fazla polarite (yliklii molekiil) aldiginda, su ile daha fazla
etkilesim gerceklesecek ve boylece ¢oziinilirlesmeye neden olacaktir. Yiizeydeki
pozitif yiklerin sayis1 negatif yiiklere esit oldugunda protein sifir net yiizey yiikiine
sahip olur. Net yiizey elektrik yiikiinilin sifira esit oldugu pH, o proteinin izoelektrik
noktasi (pl) olarak adlandirilir. Proteinlerin pl degeri spesifiktir ve proteinlerin pl
degerini bulmak i¢in izoelektrik odaklama teknigi kullanilir (Tahergorabi vd., 2015).
Protein pl degerine ulagtiginda, yiizey net yiikleri azalacaktir. Bu da protein-su
etkilesiminin azalmasina neden olarak proteinin sudaki ¢ozliniirliigiiniin azalmasina,
diisiik su tutma kapasitesine ve zayif jellesme kapasitesine yol acar. Ayni zamanda,
pH pl'ya dogru ilerlediginde hidrofobik protein-protein etkilesimleri tercih edilecek ve
proteinlerin ¢okelmesine neden olacaktir. Proteinlerin izoelektrik noktalarindaki bu
davranigi, protein ¢oziinlirliglinii arttirmak veya azaltmak i¢in kullanilmaktadir
(Surasani, 2018). Cokelmenin ardindan protein izolati olarak adlandirilan proteinler

genellikle bir santriftjleme yoluyla ¢6zeltiden toplanmaktadir.
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2.3. Proteinlerin Hidrolizi

Hidroliz, su kullanilarak bir maddenin baglarinin pargalandigi kimyasal bir
reaksiyondur. Biyokimyada pek c¢ok biyolojik isleyisin bu reaksiyona dayanarak
gergeklestigi gozlenmektedir. Bu pargalanma sirasinda parcalanan kisimlardan birine
H* atomu digerine ise OH™ grubu baglanir. Protein hidrolizi ise, gesitli proteolitik
enzimler kullanilarak peptit baglarinin pargalanmasiyla farkli biiyiikliik ve aminoasit
kompozisyonunda peptitlerin elde edilmesini igeren bir siirectir. Hidroliz araciligiyla
protein kaynaklarindan elde edilen polipeptit ve oligopeptit karisimlart olarak
tanimlanan protein hidrolizatlari, kendini olusturan proteinlerden tamamen farkli
fonksiyonel veya biyolojik 0zellikler icerebilmektedir. Proteinlerindeki peptit
baglarinin kimyasal veya enzimatik yollarla su alarak yikilmasi ile elde edilen farkl
biiytlikliiklerde peptitlerden ve serbest amino asitlerden olusan iirline protein
hidrolizati, yiriitillen isleme de protein hidrolizi adi verilmektedir. Protein
hidrolizatlar: igerdikleri peptitlerin zincir uzunluguna, aminoasit dizisine, aminoasit
bilesimine, serbest aminoasitlere ve biyoaktif 06zelliklerine gore farkliliklar
gostermektedirler (Nasri, 2017; Sila ve Bougatef, 2016). Hidroliz islemine maddenin
yapisi, kimyasal ya da enzim tipi, su, endojen enzimlerin inaktivasyonu, pH, sicaklik
ve zamanin etkili olabilecegi bildirilmistir. Hidroliz islemi proteinlerin 6zelliklerini
molekiil agirhigin azaltarak, iyonlasabilir gruplarin sayisini arttirarak ve hidrofobik
gruplarin ortaya ¢ikmasini saglayarak degistirmektedir (He vd., 2013; Tavano, 2013).

Protein hidrolizatlar1 milkemmel bir amino asit dengesine sahiptir, kolayca
sindirilebilir ve biyoaktif peptitler icermektedir. Biyoaktif peptitler terapodtik ajanlar
olarak hareket eder ve yiiksek biyolojik ozgiilliik, diisiik toksisite, yiiksek yapisal
cesitlilik, yiiksek ve genis bir aktivite gesitliligi ve kicik boyut ile karakterize
edilmektedir, bu da istenmeyen bagisiklik tepkilerini tetikleme olasiliklarinin diisiik
oldugu anlamina gelmektedir. Biyoaktif peptitler, viicut fonksiyonlari ve insan sagligi
tizerinde faydali etkileri olan protein parcalar1 olarak tanimlanmaktadir. Amino
asitlerin dizilimine bagli olarak, bu peptitler antimikrobiyal, antioksidan,
antitrombotik, antidiyabetik ve antihipertansif dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik

aktiviteler sergileyebilmektedirler (Pujiastuti vd., 2019).

Protein hidrolizatlar1 veya biyoaktif peptitler, endistriyel Olcekte Uretimde
cesitli yOntemlerle deniz organizmalar1 proteinlerinden ekstrakte ve izole

edilebilmektedir. Organik ¢Ozuct ile ekstraksiyon yontemi geleneksel olarak
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kullanilmaktadir, ancak bu yontem zaman alici, pahali ve ¢evre dostu olmayan bir
tekniktir. Giiniimiizde siiperkritik sivi ekstraksiyonu, basingli solvent ekstraksiyonu,
mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan
destekli ekstraksiyon ve enzim destekli ekstraksiyon gibi daha iyi ekstraksiyon
teknikleri tercih edilmektedir (Cheung vd., 2015; Grosso vd., 2015).

2.4. Hidroliz Derecesi

Hidroliz derecesi, bir proteindeki toplam peptit bagi sayisinin hidroliz sirasinda
boliinen ylizdesi olarak tanimlanir. Bir proteinin fonksiyonel ¢zelliklerinin hidrolizle
ne Olcude degistirilebileceginin, proteinin hidroliz edilme derecesine bagli oldugu
bildirilmistir. Reaksiyon sirasinda boliinen peptit baglarinin gercek sayisi i¢in veya
hidroliz derecesi i¢in bir deger elde etmek, protein bozunmasinin boyutunu izlemenin
etkili bir yoludur (Adler-Nissen, 1986; Spellman vd., 2003). Simdiye kadar hidroliz
derecesi, hidroliz isleminin en etkili ve belki de tek gdstergesi olarak kabul edilmistir.
Daha yiiksek hidroliz derecesi ile daha fazla boliinmiis peptit bagi olusmaktadir, bu
durum suda daha fazla ¢oziinen kiigiik molekiiler agirliklara sahip protein
hidrolizatlarinin ile sonuglanmaktadir, bdylece hidrolizat igerisindeki proteinli

bilesenlerin geri kazanimi artmaktadir (He vd., 2013).

Hidroliz derecesinin tahmini i¢in ¢ok sayida yontem mevcuttur. Hidroliz
strasinda aciga ¢ikan ve ¢okeltici bir maddenin (6rnegin trikloroasetik asit) varliginda
¢ozlinlir hale gelen azot miktarimi belirleyerek oOlgiilebilmektedir. Kolorimetrik
yontemlerde ise belirli bilesiklerin serbest amino gruplarmma baglanmasi
kullanilmaktadir ve renk yogunlugu serbest amino gruplarinin sayisiyla dogru
orantilidir. Absorbans degeri daha sonra genellikle 16sin gibi serbest bir amino asit ile
hazirlanan standart bir egri kullanilarak kantitatif degerlere doniistiiriiliir. Toplam
serbest amino gruplarini elde etmek i¢in, tlim protein amino asitlerine ayristirilir ve
kolorimetrik test i¢in kullanilir (Aluko, 2018). Hidroliz derecesi hesaplanmasinda
kullanilan kolorimetrik yontemlerde, formol titrasyonuyla hidroliz sirasinda agiga
cikan serbest amino gruplarmin belirlenmesiyle veya trinitrobenzen siilfonik asit
(TNBS), orto-ftaldialdehit (OPA), ninhidrin veya floresamin gibi amino gruplariyla
spesifik olarak reaksiyona giren bilesikler kullanilmasiyla dl¢iilebilmektedir. Bir bagka
yontemde ise peptitlerin trikloroasetik asit (TCA) ig¢indeki ¢Oziiniirligini
kullanmaktadir. TCA siipernatantindaki peptit miktar1 daha sonra Kjeldahl yontemi ile

belirlenir ve hidrolizattaki toplam protein agirligmin yiizde orani olarak ifade
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edilmektedir. TCA yOnteminin dezavantaji, baglangic numunesinin (hidrolizat) zaten
sindirilmis olmas1 ve yiiksek miktarda ¢oziiniir peptit igermesidir; bu nedenle TNBS
ve OPA yontemlerine gore daha yiiksek hidroliz derecesi degerleri elde edilmektedir
(Aluko, 2018). Alternatif olarak, bir baska hidroliz derecesi tahmin etme yontemi
olarak pH-stat yonteminde, hidroliz sirasinda salinan protonlar titre edilir ve daha
sonra hidroliz derecesi ile iliskilendirilmektedir. Giiniimuzde, bir proteinin hidrolizi
sirasinda hidroliz derecesinin 6l¢limii i¢in en yaygin olarak kullanilan ii¢ yaklasim pH
stat, OPA ve TNBS yontemleridir. pH-stat tekniginin prensibi, hidroliz nétr veya alkali
kosullarda gergeklestirildiginde, serbest kalan serbest amino gruplarindan protonlarin
ayrismasinin tercih edilmesidir (Adler-Nissen, 1986). Protonlarin reaksiyon ortamina
salinmasi, reaksiyon karisiminin pH degerinde bir azalmaya yol agmaktadir. Boylece,
boliinen peptit baglarinin sayisi, reaksiyon sirasinda sabit bir pH degerini korumak i¢in
gereken baz miktarindan tahmin edilebilmektedir (Adler-Nissen, 1986). OPA yontemi,
1-alkiltiyo-2-alkil-stibstitiic izoindoller olusturmak igin bir tiyol varliginda OPA ve
primer amino gruplari arasindaki spesifik reaksiyona dayanmaktadir. Olusan
izoindoller spektrofotometrik olarak 340 nm'de veya florometrik olarak 455 nm'de
Olgllebilmektedir. TNBS ise 340 nm'de maksimum absorbansa sahip bir kromofor
olusturmak i¢in Ozellikle birincil amino gruplariyla reaksiyona girerek hidroliz

derecesini tahmin etmede kullanilmaktadir (Spellman vd., 2003).
2.5. Protein Hidrolizatlarinin Elde Edilme Yontemleri

Biyoaktif hidrolizatlar ve peptitler, ana protein dizisi iginde inaktif olan spesifik
protein parcalart olarak kabul edilir (Sarmadi ve Ismail, 2010). Protein kaynagindan
fonksiyonel etkilere sahip peptitlerin ve aminoasitlerin elde edilmesi icin enzimatik
hidroliz, mikrobiyal fermantasyon (mikroorganizmalarin proteolitik etkisi) veya asit
ve alkali ¢oziiciilerle kullanilarak kimyasal hidroliz (¢6zlicl ekstraksiyonu) gibi
yontemler kullanilmaktadir (Borrajo vd., 2019). Ayrica, gida isleme sirecinin ve
gastrointestinal sindirimin de bu peptitleri serbest birakabilecegine dikkat etmek
onemlidir (Ucak vd., 2021). Baz1 calismalarda da biyoaktif peptitler tiretmek icin bu
yontemleri birlestirmistir. Boylece, hedef biyoaktif peptitleri ekonomik ve etkili bir
sekilde elde etmek i¢in en uygun hazirlama yontemlerini se¢gmek son derece dnemlidir
(Yang vd., 2021). Hidroliz kosullari, kullanilan hidroliz tlrl, amino asit bilesimi,
peptitlerin dizilimi ve konfigiirasyonu protein hidrolizatlarinin biyolojik aktiviteleri ile

yakindan ilgilidir ve islevselliginde 6nemli bir rol oynar (Borrajo vd., 2019; Ucak vd.,
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2021).
2.5.1. Kimyasal Hidroliz

Kimyasal yontemle protein hidrolizatlarinin ve peptitlerinin Uretimi yuksek
sicaklik, basing ve asit ya da alkali ¢ozeltiler kullanilarak uygulanmaktadir. Ancak,
giiclii asit veya bazlarin kullanilmasi kimyasal siiregleri ekolojik olarak kabul edilemez
hale getirmektedir (Anal vd., 2013). Ayrica, ekonomik iiretim maliyeti saglasa da
spesifik olmayan kimyasal islem sirasinda hidrolizatta istenmeyen Grtnler
olusabileceginden, kimyasal hidroliz, besleyici nitelikleri ve biyolojik aktiviteleri
azalmig Uriinler vermektedir ve ekipman korozyonuna sebep olmaktadir. Alkali
hidroliz esnasinda rasemizasyon olarak adlandirilan L-aminoasit formunun insan
viicudunun kullanamadig1 D-aminoasit formuna doniisiimii gerceklesmektedir. Alkali
hidroliz kosullar1 altinda, asparjin ve glutamin sirasiyla aspartik asit ve glutamik aside
tamamen hidrolize olmaktadirlar. Triptofan tamamen yok olur ve sistein asitle
hidrolize edilmis 6rneklerden dogrudan belirlenemez. Tirozin, serin ve treonin kismen
hidrolize olur (Ghaly vd., 2013). Bu teknigin dezavantaji bir digeri de lizioalain,
ornitinoalanin, lantiyonin ve -amino alanin gibi istenmeyen maddelerin olusmasidir.
Kimyasal hidroliz sonunda ortamin pH’in1 ndtre yakin degerlere getirme islemi olan
noétralizasyon islemi ile asir1 tuz olusmakta, tirozin, serin ve treonin kismen ve
esansiyonel amino asit olan triptofan tamamen tahrip olmaktadir. Buna ek olarak, asit
hidrolizi ile muamele sistein ve metiyonini okside etmekte, serin ve treonini yok
etmekte ve glutamin ve asparajini sirasiyla glutamat ve aspartata doniistiirebilmektedir
(Ghaly vd., 2013). Ote yandan, kimyasal hidroliz ile elde edilen protein
hidrolizatlarinin biyoaktiviteleri, peptit baglarinin kimyasal reaktifler tarafindan
boliinmesi spesifik olmadigindan yeniden iiretilemez. Bu nedenle, hidroliz siirecindeki
yiiksek varyasyonlar biyoaktivitede yliksek varyasyonlara yol agmistir. Bu
dezavantajlar, bu protein hidrolizatlarinin yiiksek degerli uygulamalarini 6nemli
Olgiide smirlamistir. Kimyasal hidrolizde dretim faktorlerini kontrol etmek gig
oldugundan, iriinler farkli kompozisyon, fonksiyonel ve biyolojik o6zellik
gosterebilmektedir. Giiclii kimyasallarla, yliksek sicaklik ve pH degerlerinde
gerceklesen hidroliz sonunda hidrolizatlarin besleyici degeri azalmakta, fonksiyonel
ozellikleri gerilemekte ve biyolojik olarak gosterdikleri aktivitelerinde diisiis meydana

gelmektedir (Nasri, 2017).
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2.5.2. Mikrobiyal Fermentasyon

Dogal veya kontrollii fermantasyon, farkli gida maddelerini korumak ve
besleyici veya duyusal 6zelliklerini korumak veya degistirmek i¢in binlerce yildir
insanoglu tarafindan kullanilmaktadir (Korhonen vd., 1998). Mikrobiyal
fermantasyon, biyoaktif peptitlerin elde edilebildigi biyoteknolojik bir siiregtir. Bu
stireg, proteolitik enzimler iiretebilen mikroorganizmalarin, bu enzimlerin proteinleri
daha kisa peptitlere hidrolize etmesi amaciyla kullanilmasimi igcermektedir (Cruz-
Casas vd., 2021). Biyoaktif peptitleri elde etmek igin kullanilabilen bu ydntem
bakterilerin dogal metabolizmalarindan kaynaklanmaktadir; burada
mikroorganizmalar kendi enzimleri peptitleri serbest birakir ¢iinkii yasamlari igin
gerekli olan azot kaynagi olarak ortamda bulunan proteinlere ihtiya¢ duymaktadirlar.
Mikrobiyal fermantasyon yoluyla izole edilen biyoaktif peptitlerin ¢ogu siitten,
yumurtadan ve kazein gibi protein kaynaklarindan elde edilmistir. Laktobasillus tirleri
daha yuksek proteolitik aktivitesi nedeniyle kullanilan en yaygin bakteridir (Borrajo
vd.,, 2019). Mikrobiyal fermantasyon, mikroorganizmalarin metabolik ve
fermantasyon faaliyetleri yoluyla farkli amino asit dizilerine ve molekiiler kiitlelere
sahip ¢esitli aktif peptitler iiretmek igin kullanilabilmektedir. Biyoaktif peptitlerin
tiretimi i¢in mikrobiyal fermantasyon yontemi, fermente gidadaki peptitlerin dogrudan
alinmasina izin veren, yliksek giivenlige sahip ve enzim tarafindan iiretilen peptitlerin
saflagtirilmas ihtiyacin1 onleyebilen ve iiretim maliyetlerini azaltabilen iiriinler i¢in
kullanilabilmektedir. Mikrobiyal fermantasyon yoluyla biyoaktif peptitlerin
hazirlanmasi, endiistriyel gida isleme sirasinda ortaya ¢ikan atik malzemeleri etkili bir
sekilde gelistirebilir ve kullanabilir, bu da ekonomik faydalar saglamaktadir (Yang vd.,
2021).

Bazi bakteriler, fermantasyon sirasinda biyoaktif peptit iiretiminin kaynagi olan
proteolitik sistemlere sahiptir. Mikrobiyal fermantasyona hiicre duvarina bagl
proteazlar veya hiicre ici peptidazlar, 6zellikle endopeptidazlar, aminopeptidazlar,
tripeptidazlar ve dipeptidazlar aracilik edebilmektedir. Hidroliz derecesi fermantasyon
stiresine, mikrobiyal susa ve protein kaynagina baghdir. Mikrobiyal suslar agisindan,
yuksek proteaz-aktif bakteriler, funguslar ve mayalar en yaygin kullanilanlardir. Farkli
suslarin protein materyalleri ilizerinde farkhi etkileri vardir. Ayrica, farkli protein
materyallerinin ve fermantasyon kosullarinin se¢imi, fermantasyonun bir diger

anahtaridir. Fermantasyonu etkileyen bes ana faktor arasinda inokiilasyon miktari, pH,
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substrat konsantrasyonu, fermantasyon siiresi ve sicaklik yer almaktadir (Yang vd.,

2021).

Mikrobiyal fermantasyon, diger peptit dagitim tekniklerinde bulunmayan bazi
faydalar saglar. Oregin, farkli boyutlarda ve dizilerde peptitler iireten yiiksek
cesitlilikte mikrobiyal proteazlara ve bu nedenle daha yuksek biyolojik aktivitelere
sahiptirler. Aynm sekilde, enzimatik hidrolizde oldugu gibi sadece bir proteaz degil,
mikroorganizmanin karakteristik proteaz setinin tamami hareket ettiginden, yiiksek
duzeyde proteaz aktivitesine sahiptirler, bu da peptitin 6ncli proteinden yeterli bir
sekilde salinmasina yol agar. Sonug olarak, kullanilan mikroorganizmaya ve kosullara
bagli olarak iiretim dongiileri daha kisadir. Mikrobiyal fermantasyon biyoaktif
peptitlere ek olarak canli ve Oli bakteri hiicreleri, ekzopolisakkaritler ve
bakteriyosinler gibi biyolojik 6zellikler gosteren baska bilesikler de iiretebilir ve bu
nedenle gosterilen biyoaktivitelerin peptitlerin mi yoksa bu bilesiklerin mi bir etkisi
oldugu konusunda siiphe uyandirmaktadir (Cruz-Casas vd., 2021). Bununla birlikte,
fermantasyon  siirecinin  dezavantaji, fermantasyon sirasinda, proteolitik
mikroorganizmadan tiiretilen enzimlerin etkisiyle gida proteinlerinden salinan bazi
biyopeptitler ve amino asitler, mikroorganizmalarin kendileri tarafindan biiylimesi igin
karbon ve/veya azot substrati olarak kullanilacak olmasi1 nedeniyle Uretilen peptitler
diigiik verimlidir (Nasri, 2017). Kullanilacak besin maddelerinin ve oksijenin sinirli ya
da sinirs1z olmasi, rekabetci mikroorganizmalarin varlig1 ve zaman gibi faktorler dogru
uygulanmadiklari takdirde fermantasyon siirecini olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle
mikrobiyal fermantasyon gergeklestirilmeden dnce uygun parametrelerin arastirilmasi
tavsiye edilmektedir. Son olarak, biyoteknolojik bir sire¢ olan mikrobiyal
fermantasyon, ticari enzimler kullandig1 i¢in daha iyi olan enzimatik hidrolize kiyasla
partiler arasinda zayif tekrarlanabilirlik sorunlarina agiktir, ayrica optimum kosullar
altinda calismadiklarinda belirli enzimlerin aktivitesindeki farkliliklar nedeniyle

eksiklikleri de vardir (Cruz-Casas vd., 2021).
2.5.3. Enzimatik Hidroliz

Bu yontem, biyoaktif peptitleri elde etmek igin ticari enzimlerin kullanilmasini
igerir, ¢linkl bu ticari enzimler proteinin yapisindaki peptit baglarinin boliinmesinden
ve boylece sifrelenmis peptitin serbest birakilmasindan sorumludur. Bu yontemde
enzimin faaliyetlerini gerceklestirebilmesi oncelikle protein kaynagi olan substrata

baglanmas1 ve ardindan enzimatik kataliz ile devam etmesi esasina dayanmaktadir.
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Bunun i¢in enzim, substrat ile gecici baglar olusturan kalintilar ve substrat ile
reaksiyonu katalizleyen kalintilar iceren spesifik aktif bolgelere sahiptir. Bu sekilde
sirasiyla baglanma bolgeleri ve katalitik bolgeler olusur. Enzim-substrat kompleksini
olusturan baglar genellikle hidrojen baglari, hidrofobik baglar veya Van der Waals
etkilesimleridir. Son olarak, enzim-substrat kompleksi belirli bir konformasyonda

oldugunda, protein hidrolizini saglayabilmektedir (Cruz-Casas vd., 2021).

Enzimatik  hidroliz, proteinlerinin besleyici  degerlerini  etkilemeden
fizikokimyasal, duyusal, teknolojik ve biyolojik olarak fonksiyonel 0Ozelliklerini
gelistirmek i¢in modifikasyonunda basartyla kullanilan bir yontemdir. Enzim, sicaklik,
pH ve enzim: substrat orani se¢imi, uygun bir hidroliz derecesinin elde edilmesi igin
cok onemlidir. Enzimatik yontemde kullanilan enzimler bir¢ok endistride istenilen
reaksiyonun katalizlenmesinde ve yiiksek degerli iirlinlere doniistiiriilmesinde
kullanilmaktadir. Hidroliz isleminde kullanilan proteolitik enzimler, ekonomik olarak
en Onemli enzim gruplarinin igerisindedir. Proteolitik enzimlere proteazlar,
proteinazlar ve peptitazlar da denilmektedir. Proteazlar, proteinlerin yapisini olusturan
amino asitler arasindaki peptit baglarinin su molekiilii alarak ayrilmalarini saglayan
hidroliz reaksiyonunu katalizlemekten sorumludurlar. Proteazlar tarafindan
gerceklestirilen katalizleme islemi orijinal peptit zinciri ile enzim arasinda Michaelis
kompleksinin olusumu, peptit baginin koparilip iki peptitten birinin serbest kalmasi ve
nukleofilik ataklarla enzim-peptit kompleksinin ayrilmasi ve diger peptit ile enzimin
serbest kalmasi olarak 3 temel reaksiyondan olusmaktadir (Kristinsson ve Rasco,
2000). Proteazlar, pargaladiklari peptit baglarinin 6zgiilliigiine gore serin, tiyol,
karboksil ve metaloproteinazlar olarak dort ana smifa ayrilabilir. Ayrica hidroliz
mekanizmalarina gére de endoproteinazlar veya ekzopeptidazlar olarak
siiflandirilabilirler. Endoproteinazlar proteini olusturan polipeptit zincirindeki peptit
baglarin1 uglardan uzak i¢ kisimlarda hidrolize ederler ve daha kl¢ik boyutta suda
¢oziinebilir peptitler olustururlar. Ekzoproteazlar ise karboksi (-COOH) veya amino (-
NH2) ugtan peptit baglarini kopararak serbest aminoasitlerin ayrilmasini saglarlar.
Ekzoproteazlardan amino ucundan ayiranlara aminoproteaz, karboksi ucundan

ayiranlara ise karboksiproteaz adi verilmektedir (Ewert vd., 2022).

Enzimatik hidroliz, maksimum peptit verimi elde etmek igin optimum kosullar
altinda gergeklestirilmektedir. Enzimatik hidrolizde kullanilan proteolitik enzimler

hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kokenli olabilmektedir. Genellikle kullanilan baslica
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peptidazlar papain (papaya meyvesinden sistein proteaz), bromelain (ananas
meyvesinden sulfhidril  proteaz), termolizin (Bacillus thermoproteolyticus
bakterisinden metaloproteaz), Alkalaz (Bacillus licheniformis bakterisinden serin
proteinaz), Flavourzyme (Aspergillus oryzae fungusundan proteaz karigimi),
Protameks (Bacillus proteaz karisimi) pepsin, tripsin ve Kimotripsin (hayvanlarin
midesi ve pankreas1 tarafindan salgilanan enzimler) gibi enzimlerden olugsmaktadir
(Borrajo vd., 2019). Ancak, bunlarin arasindan biyoaktif peptitler Gretmek igin ticari
olarak en popiller ve en ¢ok kullanilanlar1 Alkalaz, Protameks ve Flavourzyme’dir
(Cruz-Casas vd., 2021). Kullanilan enzimlerde aranan temel Ozellikler; gida
endustrisinde kullanilabilir 6zellikte olmasi ve mikroorganizma kokenli ise patojen
olmayan organizmalardan elde edilmis olmasidir. Genel olarak mikroorganizmalardan
iretilen enzimler, hayvansal ve bitkisel kaynakli enzimlere gore genis katalitik aktivite
gostermeleri, pH ve sicaklik stabilitelerini yliksek olmasi gibi avantajlari nedeniyle
hidrolizat Uretiminde daha cok tercih edilmektedir (He vd., 2013; Kristinsson ve
Rasco, 2000). Protein hidrolizinde kullanilan enzim tiirleri, peptit baglarinin
parcalanma modellerini belirledikleri i¢in ¢ok Onemlidir. Proteaz &zgilligi,
peptitlerin boyutunu, miktarin1 ve amino asit bilesimini etkilemektedir ve bu da
hidrolizatlarin biyolojik aktivitesini etkilemektedir. Enzimatik hidroliz; ekstrem
sicaklik ve pH kosullarina ihtiyag duymamasi nedeniyle aminoasit yapisina zarar
vermemesi, slrecin daha kolay kontrol edilebilmesi, toksik drunlerin ortaya
c¢itkmamast ve protein hidrolizatlarinin  besleyici 6zelliklerinin  ve biyolojik
aktivitelerinin daha 1y1 korunmasi gibi avantajlarindan dolayi, kimyasal hidroliz ve
mikrobiyal fermentasyon yontemlerine kiyasla daha fazla tercih edilmektedir. Bu
nedenle, yukarida agiklanan proteolitik enzimlerle kontrollii bir ortamda enzimatik
hidrolizin kullanilmasi, daha tutarli bir molekiiler agirlik profili ve peptit bilesimi
sagladigindan, insan tiiketimine yonelik iriinlerde kullanilmak tizere deniz
organizmalar1 Urlinlerinden biyoaktif hidrolizatlarin ve peptitlerin Uretilmesi i¢in en
umut verici yontemdir. Bununla birlikte, enzimatik hidroliz yontemi gida ve ilag
endiistrilerinde tercih edilmektedir ¢iinkii diger yontemler nihai iiriinlerde kalinti
organik ¢oziiciiler veya toksik kimyasallar birakabilmektedir (Sila ve Bougatef, 2016).
Ancak diger yontemlerde oldugu gibi bu yonteminde dezavantajlar1 vardir. Bunlardan
en onemlisi bu yontem, fermantasyon gibi diger siireclere kiyasla pahalidir ¢iinkii
enzimlerin maliyeti yuksektir ve aktif tutmak icin 6zel olarak gereklidir. Bunun igin

Onerilen ¢6ztm ise ginimuzde hidroliz sureci, protein kaynagint mikrodalga, ultrason,
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yiiksek voltajli darbeli elektrik alani ve hidrostatik yiiksek basing destekli teknikler ile
onceden muamele ederek gelistirilmektedir, boylece kullanilan enzim miktarini en aza
indirmektedir ve daha ylksek hidroliz oranlari elde edildigi bildirilmistir (Cruz-Casas
vd., 2021). Deniz organizmalar1 proteinlerinden kontrolli enzimatik hidroliz ile
tiretilen  hidrolizatlarin  antioksidan, ACE inhibitorli, kalsiyum baglayici,
antihipertansif, antikoagulan, antikanser, antimikrobiyal, HIV-1 proteaz inhibit6rd,
anti-anemi ve istah bastirici aktivite gibi biyoaktif Ozelliklere sahip oldugu
bildirilmektedir (Harnedy ve FitzGerald, 2012, 2013a). Ayrica, deniz yumusakgalari
proteinlerinin enzimatik hidrolizi, gastrointestinal sindirimi simiile etmek amaciyla tek
tek proteazlar veya sindirim proteazlarinin bir kombinasyonu kullanilarak

gerceklestirilmektedir.
2.5.3.1. In vitro gastrointestinal sindirim

Peptitlerin insan viucudunda biyolojik etkilerini gosterebilmeleri igin
gastrointestinal sistemden gectikten sonra gastrointestinal enzimlerin etkisine
direnerek biyolojik aktivitelerini korumalar1 gerekir. Gastrointestinal enzimlere maruz
birakildiktan sonra peptitlerin biyolojik aktivitesini test etmek i¢in genellikle in vitro
gastrointestinal sindirim yaklasimi kullanilmaktadir (Neves vd., 2016b). Proteinlerin
ve peptitlerin gastrointestinal sindirimin farkli asamalar1 olan yutma, sindirim ve
emilim sirasinda hidrolize duyarli oldugu kabul edilmistir. Bu proteinler ve peptitler
sindirildikten sonra, gastrointestinal sistemde bulunan pepsin, tripsin, kimotripsin ve
epitel hiicrelerinin yiizeyindeki peptidazlar gibi farkli enzimler tarafindan hidrolize
tabi tutularak cesitli uzunluklarda peptitler ve aminoasitler agiga cikmaktadir
(Hernandez-Ledesma vd., 2011). Dahasi, bu enzimler tarafindan proteinlerin hidrolizi
sonucunda biyoaktif peptitler olusabilmektedir. Ayrica, in vitro gastrointestinal
sindirim, gastrointestinal enzimlerin aktivitesinin, kontrollii enzimatik hidroliz ile
uretilen biyoaktif peptitlerin giiciinii artirma veya azaltma potansiyeline sahip
oldugunu bildirilmistir (Neves vd., 2016b). Bu nedenle, biyoaktif peptitlerin in vitro
gastrointestinal sindirim ile stabilitesinin test edilmesi, tiketimden sonra bu peptitlerin
biyoyararlanimini degerlendirmek i¢in iyi bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte,
pepsin, tripsin ve a-Kimotripsin ile inkubasyondan sonra aktivitesini koruyan
istiridyeden elde edilen ACE inhibitor peptit Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-GIn-Arg- Phe
gibi bazi balik ve kabuklu deniz iirlinleri kaynakli biyoaktif peptitlerin gastrointestinal

sindirime direngli oldugu rapor edilmistir (Wang vd., 2008).
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2.6. Deniz Yumusakc¢alarimin Sindirilebilirligi ve Biyoyararlamimlar:

Proteinler insanlar i¢in en 6nemli makro besin maddesi olarak kabul edilir ve
besin degerleri, amino asitler ve azot i¢in metabolik talepleri karsilama kapasitelerine
bagl olarak onemli 6l¢iide farklilik gosterir. Bu nedenle, gidalardaki protein kalitesi
genellikle esansiyel amino asit (EAA) bilesimi ile belirlenir. Gida {iriinlerinin kalitesi,
diyet proteininin viicudun metabolik islevini yerine getirme ihtiyacini kargilamak i¢in
amino asit saglama yetenegine baglidir ve saglik ve fizyolojik kosullara gore degisir.
Gida iiriinlerindeki EAA’larin biyoyararlanimi sadece protein ve amino asit igerigine
bagli degildir, ayn1 zamanda proteinin kalitesi de 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle, bir
gida irlinliniin amino asit profilinin belirlenmesi, viicudun bireysel amino asit
ithtiyaglarim1 karsilama kapasitesine iliskin protein kalitesiyle birlikte, tiliketicinin
amino asit beslenmesini tatmin etmek icin kilit bir faktordiir. Simdiye kadar, gida
tirlinlerinin protein kalitesinin degerlendirilmesi ig¢in amino asit skoru, in vitro protein
sindirilebilirligi, protein verimlilik orani, net protein kullanimi, protein verimlilik
orani, in Vvivo protein sindirilebilirligi, biyolojik deger, net protein tutma ve protein
sindirilebilirligi diizeltilmis amino asit skoru (PDCAAS) dahil olmak {izere gesitli
yontemler test edilmistir (Desai vd., 2018). Bu yontemler genellikle amino asitlerin
ve/veya proteinlerin sindirilebilirligi ve biyoyararlanimi temelinde degerlendirme
yapar. FAO/WHO (1991) gida protein kalitesini degerlendirmek i¢cin PDCAAS’ nin
kullanilmasimni  6nermistir. PDCAAS, insan gidalarindaki protein kalitesini
degerlendirmek i¢in 20 yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir. Ctink{ bu beslenme
indeksi, sindirilen besinsel azotun giivenli protein alim seviyesinde insan amino asit
gereksinimlerini karsilama etkinligini dikkate almaktadir (WHO/FAO/UNU, 2007).
PDCAAS, protein kalitesini belirlemek i¢in en uygun indekstir ¢linkii hem insanlarin
amino asit gereksinimlerine hem de bunu sindirme yeteneklerine dayanan bir
yontemdir ve sonunda genel protein kalitesini degerlendirme ihtiyacinin yerini alabilir
(Cepero-Betancourt vd., 2017; Schaafsma, 2000). Ayrica PDCAAS, Gida ve llag
Dairesi (FDA) tarafindan protein igin giinliik deger yiizdesini belirlemek i¢in standart
olarak kullanilmaktadir. PDCAAS yoOntemine gore, bir gida proteininin besinsel
kalitesi, EAA'larin icerigi ve ham proteinin toplam sindirilebilirligi ile
belirlenebilmektedir. Amino asit skoru, her bir EAA igeriginin okul 6ncesi ¢agdaki bir
cocugun (2-5 yas arasi) gereksinimlerine dayanan bir referans protein kaynagindaki

(kazein) ayn1 amino asit igerigine bdliinmesiyle hesaplanir. PDCAAS hesaplanirken,
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ilk siirlayic1 amino asit skoru protein sindirilebilirligi ile ¢arpilir. PDCAAS skorunun
1 olmasi, sindirimden sonra proteinin organizmanin ihtiya¢ duydugu EAA'larin
%100"ini sagladigimi gostermektedir (WHO/FAO/UNU, 2007). Diinya Saglik
Orglitii'ne gére PDCAAS, besinsel proteininin kalitesinin yan1 sira viicuttaki protein
sentezine katilma yetenegini de ifade etmektedir (WHO/FAO/UNU, 2007). Bununla
birlikte, PDCAAS, sindirilen amino asit sayisin1 fazla tahmin ettigi, hayvansal
proteinlerin pargalanmasiyla yiiksek besin degerini hafife aldigi ve beslenme karsitt
faktorlerin ve gida islemenin etkilerini dikkate almadigi i¢in elestirilmektedir (Desai
vd., 2018).

Yumusakcalar gibi deniz organizmalari birgok tilkede giinliik diyetin bir pargasi
olarak tuketilmektedir ve protein ve azotlu bilesenler agisindan zengindir. Deniz
urtnlerinden elde edilen bu proteinler igin PDCAAS’nin belirlenmesi protein
kalitesinin ~ degerlendirilmesi i¢in  kullanilmaktadir, ancak bugine kadar
yumusakealarin protein sindirilebilirligi hakkinda yalnizca sinirli sayida rapor
bulunmaktadir (Cepero-Betancourt vd., 2017; Dayal vd., 2013; Zlatanos vd., 2009)

ve bildigimiz kadariyla limpet proteinleri hakkinda hentiz bir veri rapor edilmemistir.

Biyoyararlanim, bir protein veya bilesigin/besinin sindirimi, asimilasyonu ve
biyoaktivitesini ifade etmektedir. Proteinin kullanimini igerir ve alinan proteinin
sistemik dolasima ulasan ve kullanilan kismi olarak tanimlanabilir. Ayrica, bir
proteinin biyoyararlanimi, sistemik dolasima ulasabilen protein fraksiyonunu ifade
etmektedir (Hayes, 2018). Peptitlerin in vitro aktiviteleri in vivo aktivitelerinden farkli
olabilmektedir. Bu nedenle, izole edilmis veya gida ya da ilaglara dahil edilmis
peptitler sindirildiginde, biyoaktivitelerinin azalmasina neden olabilecek ¢esitli
faktorlere karsi direng gostermeleri gerekmektedir (Bhandari vd., 2020; Cunha ve
Pintado, 2022). Bu nedenle, gastrointestinal sindirim ¢aligmalari, peptitlerin
biyoyararlanimini anlamak i¢in 6nemlidir; bu durum, bilesigin eylemini
gerceklestirecegi hedef bolgede mevcut olan miktaridir (Bleakley ve Hayes, 2017).
Peptitlerin enzimlerin etkisine ve olumsuz pH kosullarma kars1 direng gosterme
kabiliyeti, molekiiler agirliklarindan, amino asit dizilerinden ve terminal

reziddlerinden etkilenebilmektedir (Cunha ve Pintado, 2022).

Peptitlerin biyoyararlanimini incelemek ig¢in hem in vitro hem de in vivo
deneyler yapilabilmektedir. /n vivo testler, peptit iceren Griinler sindirilirken neler

olabileceginin garantili gozlemidir, ancak bu testler karmasik ve pahalidir, hayvanlarin
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veya insanlarin kulllanimini igermektedir ve zaman agisindan uzundur. Bu nedenle, in
vitro testler ilk olarak gastrointestinal sindirimden sonra peptit biyoaktivitesinin
potansiyelini belirlemek i¢in kullanilabilmektedir ve in vivo test edilecek en yuksek
potansiyele sahip olanlarin farkli 6rnekler arasindan segilmesine izin vermektedir. Test
edilen biyoaktivite korunursa, bu peptitler onceki sonuglart dogrulamak igin bir in vivo
caligma igin uygun olabilir. Biyoaktivite in vitro olarak kaybolursa, in vivo testlere
gecmeden Once peptit konsantrasyonu veya Uriin 0Ozellikleri yeniden go6zden
gecirilmelidir. Peptitlerin sindirilirken davraniglarini in vitro olarak anlamak igin
gastrointestinal sistemin bir simiilasyonu yapilabilmektedir. /n vitro testler, peptitleri
test etmeye baslamak icin her zaman en etkili yoldur. /n vitro testlerle, peptitlerin
potansiyel biyoaktivitelerini anlamak, ayni anda farkli konsantrasyonlarda birkag
peptiti test etmek, daha ileri in vivo testler icin en iyilerinin 6n secimine izin vermek;
hayvanlara veya insanlara sunulmadan Once peptitlerin giivenligini ve risklerini
anlamaya izin vermek mimkundur. Bununla birlikte, biyoyararlanim, biyokinetik ve
diger faktorler nedeniyle, hayvanlarda veya insanlarda kullanim igin in vitro olarak
elde edilen sonuglar1 dogrudan degerlendirmek miimkiin degildir (Cunha ve Pintado,
2022). Ayrica, hayvanlarda test edilmeyen iiriinlere yonelik arayislar artmakta, bu da
hayvanlar1 denenysel arastirmalarda kullanim ihtiyacini en aza indirmek veya ortadan
kaldirmak igin in vivo kosullar1 daha giivenilir bir sekilde taklit eden alternatif test
yontemlerinin arastirilmasina yol agmaktadir. Bu nedenle, peptitler saglik agisindan
bircok ilging fayda saglayabilse de, enzimlere ve farkli pH araliklarina maruz kaldiktan
sonra ilgili Ozelliklerini koruyup korumadiklarint anlamak i¢in sindirimin
biyoyararlanimlarini nasil etkileyecegini anlamak gerekmektedir. Sindirimden sonra
peptit biyoaktiviteleri korunmadiginda, peptitleri korumaya yonelik yontemler test
edilmelidir (Cunha ve Pintado, 2022). Bunlar arasinda hidrolizatlarin in vitro
gastrointestinal sindirimi, sitotoksisitelerinin degerlendirilmesi veya hiicre kiiltiirii
tabanli bagirsak tabakasi modelleri yoluyla peptit gegirgenligi yer almaktadir
(Nongonierma ve FitzGerald, 2017b).

Insan deneyleri genellikle maliyetli ve etik agidan tartismali oldugundan,
proteinlerin potansiyelini degerlendirmek igin in vitro gastrointestinal sindirim yaygin
olarak kullanilmaktadir (Hayes, 2018). INFOGEST yodntemi, Minekus vd. (2014)
tarafindan gelistirilen insan gastrointestinal kosullarimi taklit eden uluslararasi bir

statik in vitro sindirimdir. INFOGEST yo6ntemi, in vivo kosullari in vitro olarak taklit
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etmek i¢in kullanilmasi1 gereken oral, gastrik ve gastrointestinal sindirim yontemlerini
iceren bir parametre ¢ergevesi Onermistir (Hayes, 2018). Ayrica, zaman, sicaklik ve
enzim kullanim1 gibi farkli parametreler tanimlanmistir. Y6ntem, protein sindirimine
iliskin baz1 parametrelerin agikliga kavusturuldugu ii¢ laboratuvarlar arasi ¢alismada
dogrulanmistir (Brodkorb vd., 2019; Egger vd., 2016). Bu ¢alismalar ayn1 zamanda
uzlag1 yonteminin in vitro sindirim ¢aligsmalarinda tutarliligin artmasina ve daha iyi
karsilastirilabilirlige yol agtigini1 géstermistir. Simiile edilmis gastrointestinal kosullar
altinda proteinlerin in vitro sindirimi, biyoaktif peptitlerin muhtemelligini belirlemek
icin pepsin ve pankreatin gibi ticari enzimler kullanilarak gergeklestirilmektedir.
Protein hidrolizine yonelik in vitro galismalar, cogunlukla domuz veya sigir kaynakli
ticari enzimler kullanilarak gerceklestirilmistir. Farkli hayvan kaynaklarindan
saflastirilan ticari enzimlerin muhtemelen islevsellik, 6zgiillikk ve kararlilik agisindan

farklilik gostermesinin miimkiin olacagi bildirilmistir (Tapal ve Tiku, 2019).
2.7. Deniz Yumusakcalarimin Biyolojik Aktiviteleri

Biyoaktif hidrolizatlar ve peptitler, algler, yumusakgalar, baliklar ve deniz
kabuklular: gibi gesitli deniz organizmalarindan elde edilmistir. Deniz organizmasi
peptitlerinde en ¢ok tamimlanan biyoaktiviteler antihipertansif ve antioksidan
aktivitelerdir. Yumusakcalardan elde edilen biyoaktif hidrolizat ve peptitlerin
antimikrobiyal ve antienflamatuvar etkileri diger kaynaklara goére daha sik elde
gOzlemlendigi bildirilmistir (Cunha ve Pintado, 2022). Ayrica bazi hidrolizat ve
peptitlerin birden fazla biyoaktivite sergiledigini bildirilmistir ve hem antioksidan hem
de antihipertansif ayn1 peptitte en sik goriilenlerdir. Bu durum bir deniz mikroalg tiri
olan Chlorella vulgaris kaynakli peptit VECYGPNRPQF (Sheih vd., 2010; Sheih,
Wu, vd., 2009), deniz salyangoz tlr( Haliotis discus peptidi ATPGDEG (Qian vd.,
2018), mavi midye ttrl Mytilus edulis’ten elde edilen protein hidrolizati1 (Neves vd.,
2016a), yesil kabuklu midye tiirii Perna canaliculus’tan elde edilen peptit hidrolizati
(Jayaprakash ve Perera, 2020), deniz at1 Hippocampus abdominalis’ten elde edilen
peptit IGTGIPGIW (Kim vd., 2019) ve Merluccius productus’den elde edilen balik

proteini hidrolizati i¢in gozlemlenmistir (Samaranayaka vd., 2010).
2.7.1. Antioksidan Aktivite

Gunumuzde, hidroksil radikali (OH), stiperoksit anyon radikali (O27), hidrojen
peroksit (H202), tekli oksijen (O2), hipoklorit (CIO’), NO radikali (NO) ve
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peroksinitrit radikali (ONO) gibi serbest radikallerin Gretimiyle sonuglanan sigara,
alkol, islenmis gida ve stres gibi gesitli dis faktorler tarafindan iiretilen oksidasyona
yiiksek oranda maruz kalmak yaygindir (Lobo vd., 2010). Serbest radikallerin ¢ogu,
hiicre hasarina ve lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi ¢esitli molekiillerin
degismesine neden olma yetenegine sahip kararsiz ve oldukea reaktif tiirlerdir; bu
durum kanser, kardiyovaskiiler hastalik, norolojik hastalik, akciger hastalig1 gibi insan
hastaliklarina yol agabilmektedir. Bu nedenle antioksidanlar, serbest radikallerin
fazlaligin1 notralize etme veya onlart indirgemek ya da bozulmalarina yol agarak
radikal olusumunu 6nleme yetenekleri nedeniyle olduk¢a 6nemlidir (Lobo vd., 2010).
Ayrica, lipit peroksidasyonu gidalarin kalitesindeki bozulmanin (eksime ve "koti
tatlar") Onemli bir nedenidir. Butillenmis hidroksianisol (BHA), butillenmis
hidroksitoluen (BHT), tert-butilhidrokinon (TBHQ) ve propil gallat gibi sentetik
antioksidanlar lipit oksidasyonunu geciktirmek igin gida iriinlerine eklenmektedir.
Ancak, sentetik antioksidanlarin gida katki maddesi olarak kullanimina iligkin
giivenlik endiseleri bulunmaktadir (Harnedy ve FitzGerald, 2012). Sonug olarak, yan
etkileri cok az olan veya hi¢ olmayan dogal antioksidanlar, potansiyel saglik yararlar

ve gida kalitesini uzatma yetenekleri agisindan ilgi gekmektedir.

Cesitli deniz organizmalar1 enzimatik hidroliz yoluyla Uretilen antioksidan peptit
kaynaklaridir. Aslinda en 6nemli dogal antioksidan peptitlerden biri, hayvan ve bitki
hiicrelerinde sentezlenen diisiik molekiiler agirlikli, sistein igeren bir tripeptit (y-L-
glutamil-L-sisteinil-glisin) olan glutatyondur (GSH), bir indirgeyici ajan olan bir tiyol
grubuna sahiptir ve geri doniisiimlii olarak oksitlenebilir ve indirgenebilir (Lobo vd.,
2010). Peptitlerin kesin yapi-antioksidan aktivite iligkisi henliz kurulmamis olsa da,
peptitte bulunan amino asitlerin tiirli, konumu ve hidrofobikliginin énemli bir rol
oynadig1 diistinilmektedir. Histidin, 16sin, tirozin, metiyonin ve sistein gibi amino
asitlerin, elektron eksikligi olan radikallere proton bagislayarak radikal siipiirme
aktivitesini artirdigina inanilmaktadir (Harnedy ve FitzGerald, 2012). Ayrica, amino
asitlerin isbirligi i¢inde ve sinerjik olarak hareket ettigi goriilmektedir ve Glutamin-
Prolin (GIn-Pro) ve Prolin-Tirozin (Pro-Tyr) gibi bazi kombinasyonlar daha yiiksek
antioksidan aktivite ile iliskilendirilmektedir (Davalos vd., 2004; Zou vd., 2016). Ek
olarak, valin veya losin genellikle prolin, histidin veya tirozin igeren antioksidan

peptitlerin N terminalinde bulundugu bildirilmistir (Zou vd., 2016).

Antioksidan peptitler, algler, yumusakcalar ve baliklar gibi deniz
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organizmalarindan elde edilen ve {izerinde en ¢ok ¢aligilan peptit tiirlerinden biridir ve
bu nedenle endustriyel uygulamalar igin en ilging peptit turlerinden biridir. Kalamar
(Dosidicus gigas)’dan elde edilen biyoaktif peptitin, linoleik asit model sisteminde
lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi, aktivitesinin kontrol olarak kullanilan antioksidan
bilesik a-tokoferolden ¢ok daha yiliksek oldugu ve sentetik antioksidan BHT'ye yakin
oldugunu bildirilmistir (Mendis vd., 2005). Ayrica, istiridyeden (Crassostrea gigas)
elde edilen biyoaktif antioksidan peptitin, ¢oklu doymamis yag asidi
peroksidasyonuna kars1 dogal antioksidan olan a-tokoferolden daha yiiksek koruyucu
aktivite sergilemis oldugu bildirilmistir (Qian vd., 2008). Bununla birlikte, lipit iceren
gidalar1 oksidasyona kars1 korumak i¢in dogal antioksidanlar olarak yumusakgalar gibi
deniz organizmalar1 antioksidan protein hidrolizatlar1 ve peptitlerin potansiyelini
degerlendirmek icin daha fazla c¢alismaya ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, deniz
organizmalarindan antioksidan biyoaktif peptitler, farmasotiklerde, nutrasétiklerde ve
sentetik antioksidanlarin yerine biiyiik bir potansiyel kullanima sahip umut verici

alternatif bir kaynak olarak gorulmektedir (Cunha ve Pintado, 2022).
2.7.2. Antihipertansif Aktivite

Kardiyovaskiiler hastalik diinya c¢apinda onde gelen 6liim nedeni olarak
tamimlanmistir (Sheih, Fang, vd., 2009). Yiiksek kan basinci veya hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde kontrol edilebilir bir risk faktoridur (Harnedy ve
FitzGerald, 2012). Yiiksek kan basinci gelismis tilkelerde giderek yaygilasmaktadir
ve kalp krizi, 6demle ilgili kalp yetmezligi, damar sertlesmesi, inme ve son donem
bobrek hastaligi i¢in baglica bagimsiz risk faktorlerinden biridir (Kannel ve Higgins,
1990). Anjiyotensin-I donistiiriicii enzim (ACE), anjiyotensin-I'i gucli bir damar
daraltict olan anjiyotensin-II'ye doniistiirerek kan basincinin diizenlenmesinde kritik
bir fizyolojik rol oynamaktadir. Bu nedenle, ACE aktivitesinin inhibisyonu

hipertansiyonun 6nlenmesinde 6nemli bir hedef olmaktadir (Shahidi ve Zhong, 2008).

Periferik kan basinci bir dizi biyokimyasal yolla kontrol edilir. Bunlar arasinda
renin-anjiyotensin sistemi (RAS), kinin-nitrik oksit sistemi, notral endopeptidaz
sistemi ve endotelin doniistiiriicii enzim sistemi bulunmaktadir (FitzGerald vd., 2004).
Hipertansiyon ve kalp yetmezliginin tedavisi, RAS yolunun terapotik
manipulasyonuna ve 6zellikle iki anahtar enzim olan renin ve ACE'nin inhibisyonuna
odaklanmistir. RAS aktivitesi, anjiyotensinojen peptitinin asit proteaz renin tarafindan

anjiyotensin I'e boliinmesiyle baslatilmaktadir (FitzGerald vd., 2004). Inaktif
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dekapeptit anjiyotensin I ise karboksidipeptidaz ACE tarafindan damar daraltici
anjiyotensin II'ye doniistirilir (Meisel vd., 2006). Hipertansiyon tedavisinde
kullanilan sentetik renin ve ACE inhibitorleri arasinda aliskiren (renin), kaptopril,
enalapril, alcacepril ve lisinopril bulunmaktadir. Bu sentetik inhibitorler
antihipertansif ilaglar olarak olduk¢a etkili olmalarina ragmen, Oksiiriik, alerjik
reaksiyonlar, tat alma bozukluklari ve deri dokiintiileri gibi olumsuz yan etkilere neden
olmaktadirlar (Harnedy ve FitzGerald, 2012). Genel olarak, antihipertansif peptitlerin
etki mekanizmasi sentetik ilaglarinkinden farklidir. Sentetik ilaclar temel olarak
ACE'nin etkisine miidahale ederek ACE'yi ayrim gézetmeksizin inhibe ederken, ACE
inhibitor peptitler ACE ile rekabet ederek ¢ok daha farkli etkilesime girerler. ACE,
kiglk bir peptiti parcalayarak anjiyotensin-I'i anjiyotensin-II'ye doniistiirmektedir.
ACE aslinda anjiyotensin-I'e saldirmak yerine antihipertansif peptitlerle reaksiyona
girer. Antihipertansif peptitler arter duvarlarini gevsetir ve anjiyotensin-II olusumunu
inhibe ederek sivi hacmini azaltmaktadir. Bu nedenle, antihipertansif peptitler aslinda
kalp fonksiyonlarini iyilestirir ve kalbe, karacigere ve bobreklere kan ve oksijen akigini
artirtr (Ahhmed ve Muguruma, 2010; Ngo vd., 2012). Bir¢ok ¢alisma, C-terminalinde
triptofan, tirozin, fenilalanin veya prolin ve N-terminalinde dall1 zincirli alifatik amino
asitlerin ACE'ye yarismali bir inhibitor olarak baglanan bir peptit igin uygun oldugunu
gostermistir (Li vd., 2004). Ayrica, ACE inhibitor peptitlerin ortak 6zelliklerinden biri
olarak N-terminalinin hidrofobikligi, inhibitér aktiviteye katkida bulunabilecegi
bildirilmistir (Rho vd., 2009). ACE inhibitér peptitler genellikle kisa zincirli
peptitlerdir ve genellikle prolin gibi polar amino asit rezidlleri tasimaktadirlar. Dahast,
ACE'min ¢esitli peptit inhibitorleri arasindaki yapi-aktivite iligkileri, ACE'ye
baglanmanin substratin C-terminal tripeptit dizisinden gii¢lii bir sekilde etkilendigini
gostermektedir ve bu pozisyonlarda hidrofobik amino asitler iceren peptitlerin gicli
inhibitorler oldugu one siiriilmektedir (Qian vd., 2007). ACE inhibitor aktivitesine
sahip dogal peptit (bradikinin) (Ferreira vd., 1970) ve deniz peptitinin (Oshima vd.,
1979) ilk kesfinden bu yana, gesitli deniz organizmalarinin isleme atiklari,
yumusakcalar ve kabuklulardan elde edilen protein hidrolizatlar1 ve bilesen peptitlerin
in vitro olarak gii¢lit ACE inhibitor aktivitesi gosterdigi gosterilmistir. Bunlar arasinda
yumusakealar olarak deniztaragi, karides benzeri bir deniz salyangozu (kril), midye,
istiridye ve karides proteinleri bulunmaktadir (Harnedy ve FitzGerald, 2012; Ngo vd.,
2012; Pujiastuti vd., 2019). Bu nedenle, glinimuizde hipertansiyonun énlenmesinde ve

hafif hipertansif bireylerin baslangi¢ tedavisinde uygulanabilecek biyoaktif peptitlerin
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elde edilmesine buyiik ilgi gosterilmektedir. Ornegin baz1 yumusakgcalar {izerinde
yapilan bakildiginda, mavi midye (Mytilus edulis) ve istridye (Crassostrea gigas)
fermente sosu, sirasiyla 19.34 ve 87.40 ug ml™? in vitro 1Cso degerlerine sahip izole
edilmis peptitlerle potansiyel bir ACE inhibitor peptit kaynagi olarak gosterilmistir
(Je, Park, Jung, vd., 2005; Je, Park, Byun, vd., 2005). Bununla birlikte, ACE'nin in
vitro inhibisyonu ve simiile edilmis gastrointestinal sistemlerden elde edilen bilgiler,
bir peptitin in vivo hipotansif bir ajan olarak hareket etme potansiyelinin yalnizca bir
gostergesidir. Bir peptitin fizyolojik aktivite gosterebilmesi icin gastrointestinal ve
damarla ilgili sistemlerde bozunmaya ve modifikasyona direnmesi ve hedef bolgesine
aktif bir bigimde ulagsmasi gerekmektedir. Bir peptitin antihipertansif etkisi ancak
kapsamli in vivo ¢alismalarla giivenilir bir sekilde degerlendirilebilir (Harnedy ve
FitzGerald, 2012). Bu nedenle, yumusakgalar dahil olmak tizere deniz organizmalari
antihipertansif peptit kaynagi olarak biiyiik bir potansiyele sahip oldugu goriillmekte
olup, gelecekte hipertansiyonun Onlenmesi ve tedavisi i¢in daha giivenli dogal

inhibitorlerin belirlenmesine daha fazla odaklanilmasi gerekmektedir.
2.7.3. Antidiyabetik Aktivite

Tip-2 diyabet, insiilin eksikligi veya direnci ile karakterize edilen bir durum olan
bir seker hastalig: tiiriidiir. Insiilinden bagimsiz olarak da adlandirilan bu diyabet
formu insiilin direnciyle iliskilidir, fakat bu durum pankreasin insiilin {retip
salabilecegi anlamina gelmektedir. Ancak bu siire¢, verimsiz bir sekilde veya yetersiz
miktarlarda gerceklesmektedir. Buna karsilik, instiline bagimli olarak da adlandirilan
Tip-1 diyabette pankreas, insulin Uretip salgilamamaktadir. Tip-2 diyabet, vakalarin
%95'indan fazlasini olusturan iki tiirden daha yaygin olanidir. Gelismis iilkelerde Tip-
2 diyabet etki alan1 artmaktadir. Bu durum, artan obezite ve sagliksiz yagam tarzlar
ile iligkilidir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu’nun 2021 yilinda agikladig: verilerde;
10 yetiskinden 1’inin (537 milyon) diyabet hastast oldugu, kiiresel saglik
harcamalarinin %12.5’inin diyabete harcandigi (966 milyar ABD Dolar1), 2045°de
diyabetik yetiskinlerin sayisinin 783 milyona ulasacag bildirilmistir (IDF, 2021; Sun
vd., 2022). Ulkemizde ise 2021 yilinda 9 milyon diyabet hastasinin bulundugu,
yetiskinlerde diyabet prevalansinin %14.5 oldugu ve 2045 yilinda 13.4 milyon yetiskin
diyabet hastas1 olacagi tahmin edilmistir (IDF, 2021; Sun vd., 2022). Insiilin
eksikliginden kaynaklanan hiperglisemi, kalp, bobrek ve agiz hastaliklari, gorme kayb1

ve sinir hasart gibi komplikasyonlara yol agabilmektedir. Buglne kadar, Tip-2
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diyabetin yonetimi ve kontrolu, dipeptidil peptidaz-1VV (DPP-1V), a-glukozidaz ve a-
amilaz gibi enzimlerin inhibisyonunu hedeflemistir. Bu enzimler, insiilin
biyosentezinin ve salgilanmasmin uyarilmasi, glukagon salimiminin azaltilmasi,
istahin ve genel olarak glukoz metabolizmasinin yavaslatilmas1 ve ayrica glukoz
absorpsiyon hizi ile baglantilidir (Neves vd., 2016b). DPP-1V, iki inkretin hormonu
olan glukoza bagimli insiilinotropik peptit (GIP) ve glukagon benzeri peptit-1'i (GLP-
1) par¢alamaktadir. Bu inkretinler, glikoz varliginda pankreas B-hiicrelerinden insdlin
salgilanmasini artirir. DPP-IV'iin etkisini inhibe ederek, inkretin hormonlar1 dolasimda
tutulur ve insiilin Gretimini kolaylastirmaya devam eder (Nongonierma ve FitzGerald,
2013). DPP-1V enziminin, kandaki glukoz regullasyonunda yer alan inkretin
hormonlarini indirgemesinin; asir1 kilo alim1 ve obezite ile baslayan tip-2 diyabetin
gelisiminde temel faktor oldugu bilinmektedir. Diprotin A ve B, Sitagliptin,
Vildagliptin ve Saxagliptin gibi DPP-IV inhibe edici aktiviteye sahip bazi sentetik
ilaclar, su an Tip-2 diyabet tedavisinde kullanilmaktadir (Power vd., 2014). Ancak,
bas agrisi, mide bulantisi, deri ve mukozal enfeksiyon ve hatta pankreas kanseri gibi
yan etkiler bu ilaglarin kullanimiyla iligkilendirilmistir (Matveyenko vd., 2009; Neves
vd., 2016b). Bu nedenle, DPP-IV inhibitorleri i¢in dogal kaynaklarin kullanilmasi
faydali olabilecegi bildirilmistir. Deniz organizmalarinda bulunan antidiyabetik
peptitlerin ¢ogu balik tiirlerinden gelmektedir. Deniz organizmalarindan elde edilen
bazi protein hidrolizatlarmnin, 0.138 ile 1.200 mg ml™ arasinda degisen ICso degerleri
ile in vitro DPP-IV inhibe edici aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Harnedy ve
FitzGerald, 2013b; Li-Chan vd., 2012; Neves vd., 2016a, 2016b). Ayrica daha 6nceki
aragtirmalar, insanlarda kan glikoz seviyelerinin diyet proteini, protein hidrolizatlari,
peptitler ve amino asitler tarafindan dogrudan ve/veya dolayli mekanizmalar yoluyla
faydali bir sekilde diizenlenebilecegini gostermistir (Oseguera-Toledo vd., 2014;
Promintzer ve Krebs, 2006). Bununla birlikte, DPP-IV inhibitdr peptitlerin bazi
yapisal Ozellikleri tanimlanmistir. Giiglic DPP-1V inhibitor peptitleri tipik olarak N-
terminalinde sondan bir énceki amino asit olarak prolin veya alanin igeren iki ile yedi
amino asit rezidlsu icermektedir. Peptitin amino asit bilesiminden ziyade diziliminin
DPP-1V inhibitor aktivitesini etkiledigi bildirilmistir (Power vd., 2014). Protein ve
protein hidrolizatlarinin instllin Uretimini etkileme giicii, sindirim sirasinda olusan
peptitlerin ve amino asitlerin birincil dizilimine bagl olarak 6nemli 6l¢iide farklilik

gosterebilecegini bildirmislerdir (Harnedy vd., 2018a; Ranawana ve Kaur, 2013).
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2.8. Biyoaktif Peptitlerin Karakterizasyonu ve Tanimlanmasi

Gida ve ilag endistrisinde kullanilacak olan hidrolizatlarin peptit boyutlarina
gore karakterize edilmesi gerekmektedir, ¢ctinki 6zellikle di ve tri-peptitler gibi diistik
molekdiler katleli peptitlerin, daha yiiksek biyofonksiyonel degere sahip oldugu
bildirilmistir (Fahmi vd., 2004; Gauthier vd., 1986; Vijaykrishnaraj ve Prabhasankar,
2015). 20'den fazla amino asit rezidiistine sahip peptitlerin tekno-fonksiyonellikteki
gelismelerle iligkili oldugu bildirilmektedir (Gauthier vd., 1986). Bu nedenle, protein
hidrolizatlarin1 olusturan peptitlerin ve amino asitlerin ayristirilmasi ve tanimlanmasi,
bilesimleri hakkinda daha iyi bilgi edinmek i¢in ¢alisilmalidir. Bu amagla kullanilan
yontemler arasinda, hidrofiliklik ve hidrofobiklik farkliliklarina dayali olarak protein
hidrolizatlarindan peptitleri ayirmak i¢in kullanilan ters faz-yiiksek performansh sivi
kromatografisi (RP-HPLC) bulunmaktadir (Lemieux vd., 1991). Peptitlerin molekuler
kiitlelerine gore analizinde en yaygin kullanilan teknikler arasinda jel gegirgenlik
kromatografisi (GPC) ve sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) yer almaktadir (Fekete vd., 2012). Ayrica, peptitlerdeki amino asitlerin
spesifik miktar tayini ve karakterizasyonu genel olarak HPLC-kiitle spektrometresi
(MS), HPLC-tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) veya ultra performansli sivi
kromatografisi (UPLC) ile MS/MS kombinasyonu ile gerceklestirilir (Dillen ve
Cuyckens, 2013; Le Maux vd., 2015; Zhu ve FitzGerald, 2010).

Bir protein kaynaginin fark edilebilir biyoaktiviteye sahip peptitler iiretme
potansiyelini degerlendirmek i¢in, in vitro deneylerden 6nce ya da sonra in silico
calismalar yapilabilmektedir. /n silico ¢alismalar, bir proteinin belirli bir enzim
tarafindan hidrolize edildiginde belirli bir biyolojik aktiviteyi serbest birakma
potansiyelini belirlemek i¢in yararli bir ara¢ oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica,
peptidomik yaklasiminin bir pargasi olarak bu ¢aligmalarin dizi analizi sirasinda kiitle
spektrometrisini optimize etmek igin peptit boyutunu tahmin etmek icin de

kullanilabilecegini agiklanmistir (Bechaux vd., 2019).

In'silico ¢alismalarmi yonetmek icin, farkl protein dizilerinde segilen enzimlerle
enzimatik hidrolizi simule etmek icin gevrimici veritabanlart kullanilmistir (Bechaux
vd., 2019). Bilinen biyoaktif peptitler hakkinda bilgi toplamak i¢in CAMP, APD3,
BIOPEP PepBank ve Cancer PPD gibi ¢esitli agik kaynakli veri tabanlari
olusturulmustur (Cunha ve Pintado, 2022; Whitaker vd., 2021). Giinimuzde BIOPEP

veri tabani en yaygin kullanilan veri tabanidir. Ayrica, ¢ok ¢esitli licretsiz veri tabanlar
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ve uygulamalar da mevcuttur ve genellikle bu tir in silico analizleri desteklemek igin
kullanilmaktadir. Ornegin, Peptide Cutter yazilimi, kullanilan her enzim icin farkli
kesim bolgeleri hakkinda bilgi saglayabilmektedir. PepBank, birka¢ peptit tarafindan
sergilenebilecek potansiyel etkilesimler hakkinda bilgi i¢eren bir peptit veritabanidir.
ProtParam, bir peptit veya protein dizisindeki amino asitlerin farkli oranlarini
verebilen bir aragtir (Bechaux vd., 2019). Peptigram, MS/MS tarafindan tespit edilen
peptitlerin gorsellestirilmesine ve karsilagtirilmasina olanak saglamaktadir. Hem
protein hem de peptit diizeyinde gorsellestirmeler saglayarak kullanicilarin kaynak
proteinlerine eslenen peptit dagilimlarini eszamanli olarak gorsellestirmelerine olanak
tamimaktadir. Ornekler arasinda peptit kapsami ve bollugu agisindan hizh
karsilastirmalar yapilabilmektedir (Manguy vd., 2017). UniProt'un gorevi ise, bilimsel
topluluga kapsamli, yiiksek kaliteli ve serbestce erisilebilen bir protein dizisi ve

fonksiyonel bilgi kaynagi saglamaktir (Bechaux vd., 2019; Pundir vd., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) Fisher Scientific'ten (Dublin, Irlanda),
hidroklorik asit, hekzan, HPLC saflik su, asetonitril ve Kjeldahl katalizor tabletleri
VWR International'dan (Dublin, irlanda), Alkalaz 2.4 L ve Flavourzyme 500 L Novo
Nordisk'ten (Bagsvaerd, Danimarka), PDCAAS analiz kiti Megazyme'den (Bray,
Irlanda), Mini-Protean TGX (%4-20) hazir poliakrilamid jeller ve Laemmli tamponu
Bio-Rad Laboratories Inc.’den (CA, ABD), diger tiim reaktifler ve enzimler (pepsin
ve pankreatin dahil) Sigma-Aldrich'ten (Dublin, Irlanda), Abz-Gly-Phe-(NO)-Pro,
Abz-Gly-OH-HCI, H-Gly-Pro-7 amino-4-metil kumarin (AMC) ve Diprotin A
Bachem Feinchemikalien'den (Bubendorf, Isvigre) temin edilmistir. Ttm reaktifler

analitik safliktadr.
3.2. Limpet Homojenatinin Hazirlanmasi

Limpetler (P. vulgata) irlanda'nin County Clare sehrinin kuzeybat1 kiyisindaki
Lahinch sahilinden (52°55'51.9"N 9°20'47.9"W) toplanmustir (Sekil 3.1., Kasim-
2019). Limpetler 4 °C'de bir buz kutusuna yerlestirilmis ve hemen laboratuvara
transfer edilmistir. Limpetlerin eti kabugundan ayrilmis ve bir laboratuvar blenderi
kullanilarak kiiglik pargalara ayrilmistir. Kiyilmig limpet eti daha sonra -20 °C'de tek

kullanimlik kaplarda saklanmistir.

*  NORTHERN
IRELAND

Sekil 3.1. Limpetlerin toplandig1 konum
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Kiigiik pargalara ayrilmis limpet eti oda sicakliginda 1:10 (w/v) oraninda distile
su icinde siispanse edilmis ve T25 Basic Ultra-Turrax (IKA, Staufen, Almanya)
homojenizatoru kullanilarak 6nce 13.000 rpm'de 2 dakika, ardindan 16.000 rpm'de 30
saniye homojenize edilmistir. Homojenat daha sonra endojen enzim aktivitelerini
inaktive etmek icin bir su banyosu (WiseCircu tipi WCB, witeg Labortechnik GmbH,
Wertheim, Almanya) kullanilarak 20 dakika boyunca 90 °C'de isitilmustir.
Homojenatlar daha sonra oda sicakligma sogutulmus ve bir dondurarak kurutma

sistemi (Labconco, Kansas City, ABD) kullanilarak dondurularak kurutulmustur.

Ornekler analizlerden énce -20 °C'de saklanmstir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Limpet homojenatinin hazirlanmasi

3.3. Limpet Homojenatinin Azot Cozunurluk Profili

Limpet protein homojenatlarinin ¢dziintirlik profili Kristinsson vd. (2005)
tarafindan agiklanan prosediire gore analiz edilmistir. Limpet protein homojenatlari
(400 mg) 1:20 (w/v) oraninda dH>0 iginde siispanse edilmis ve pH’1, 0.5 M HCI ve
0.5 M NaOH kullanilarak 3.0 ile 12.0 arasindaki pH degerlerine ayarlanmistir. Daha
sonra pH’1 ayarlanmisg c¢ozeltiler oda sicakliginda 30 dakika boyunca hafifce
karistirtlmistir. Coziiniir protein ekstraktlar1 4 °C'de ve 4000g'de 15 dakika santrif(j
edildikten sonra elde edilmistir (Hettich Universal 320R, Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen, Almanya). Siipernatantlardaki protein icerigi Kjeldahl yontemi
kullanilarak (BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Isvi¢re) kullanilarak belirlenmistir
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(IDF, 1993).
3.4. Limpet Protein Konsantresinin Hazirlanmasi

Limpet protein konsantresini (LPK) hazirlamak icin izoelektrik ¢okttirme/pH
shift yaklasimi uygulanmistir. Coziiniirlik analizlerinden elde edilen sonuglara
dayanarak, 2 g protein homojenatinin 1:20 (w/v) oraninda dH2O ic¢inde stispanse
edilmis ve pH'1 0.5 M NaOH kullanilarak pH 8.0 (en yiiksek ¢ozliniirliigiin oldugu
pH)'a ayarlanmis ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda karigtirilmistir. Daha sonra
pH, 0.5 M HCIl kullanilarak pH 4.0 [izoelektrik pH (pl)]'a ayarlanmistir.
Santriflijlemeden (4000g, 4 °C, 15 dakika) sonra elde edilen ¢okelti (LPK) dH.O [1:10
(w/v)] icinde yeniden suspanse edilmis, dondurularak kurutulmus ve bir sonraki

kullanima kadar -20 °C'de saklanmustir.
3.5. Besin Bilesimi Analizleri

Orneklerin besin bilesim analizleri icin nem (AOAC, 2005), kiil (AOAC, 2005),
ham protein (IDF, 1993) ve lipit (AOAC, 2005) icerikleri standart yontemler
kullanilarak belirlenmistir. Nem igerigi, limpet eti ve homojenat i¢in 65 °C'de bir
firnda (Gallenkamp hotbox firmn, Ingiltere) sabit agirhikta kurutma yoluyla
belirlenmistir. Agirlik kaybi yilizdesi nem 0l¢iisii olarak kabul edilmistir. Homojenat
ve limpet etinin kil igerigi, 8.5 saat boyunca 550 °C'de bir kiil firininda (Nabertherm
tip B180, Lilienthal, Almanya) yakilarak belirlenmistir.

Homojenattaki ve LPK'deki toplam azot (TN) igerigi, yine Kjeldahl yontemi
kullanilarak belirlenmistir (IDF, 1993). Numunenin ham protein igerigi (%) bir azot-
protein doniisiim faktorii olarak 5.37 katsayisi kullanilarak hesaplanmigtir (Diniz vd.,
2014). Dupont vd. (2013)’ne gore homojenat ve LPK'nin protein azotunu (PN) ve
protein olmayan azotunu (NPN) belirlemek icin trikloroasetik asit (TCA) ¢okeltme
yontemi kullanilmistir. Kisaca, 0.8 g numuneye [1:20 (w/v) dH20 i¢inde ¢6ziilmiis]
3.2 ml TCA (%12 son konsantrasyon) eklenmis ve proteinli bilesikleri ¢okeltmek igin
4 °C'de 3 saat karistirilmistir. Numune 4 °C'de 4000g'de 15 dakika santrifiij edilmistir.
NPN iceren stipernatant ve PN iceren ¢okelti Kjeldahl yontemi kullanilarak ayri ayri

analiz edilmistir.

Toplam lipit, 6 saat boyunca devridaim olacak sekilde bir Soxhlet aparatinda
hekzan (~68 °C) kullanilarak homojenat ve limpet etinden gravimetrik olarak

ekstrakte edilmis ve hesaplanmistir. Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra, ¢ozlcl bir
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evaporatdr (RE 100, Bibby Scientific, Staffordshire, UK) kullanilarak 6nceden
tartilmig yuvarlak tabanli bir sisede buharlagtirilmis ve toplam lipiti hesaplamak igin

agirlik farki kaydedilmistir.

Karbonhidrat igerigi nem, protein, lipit ve kil iceriklerinin yizdelerinin

toplaminin ¢ikarilmasiyla hesaplanmstir.

3.6. Protein Sindirilebilirligi ve Diizeltilmis Amino Asit Skoru (PDCAAS)

Belirleme

PDCAAS'nin hesaplanmasi i¢in LPK'nin sindirimi, daha once (Khalesi ve
FitzGerald, 2021) tarafindan agiklanan ve Ureticinin (Megazyme, Irlanda) protokoliine
gore gerceklestirilmistir. Kisaca, 500 mg LPK, Megazyme protein standartlar1 ve
referans olarak kazein (Megazyme, Irlanda) 50 ml'lik santrifiij tiiplerine tartilmustir.
Tum o6rnekler 19 ml 0.06 N HCI i¢inde siispanse edilmis ve ardindan S1600 orbital
inkiibator (Stuart, Staffordshire, Birlesik Krallik) kullanilarak 230 rpm'de
calkalanirken 37 °C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. Her tiipe pepsin 1 ml (1 mg/ml
slispansiyon, Megazyme) eklenmistir. Tiipler ¢alkalanarak tekrar inkiibe edilmistir (37
°C, 60 dakika, 230 rpm). Bu asamanin sonunda pH, 1 M Tris-HCI kullanilarak 7.4'e
ayarlanmistir. Ardindan her tiipe 200 pL tripsin/kimotripsin karisimi (1:1, Megazyme)
(5 mg/ml) eklenmis ve tiipler tekrar ¢alkalanarak inkiibe edilmistir (37 °C, 60 dk, 230
rpm). Daha sonra, enzimlerin inaktivasyonu 98 °C'deki su banyosunda 10 dakika
tutularak gergeklestirilmistir. Numuneler oda sicakliginda 20 dakika sogutulduktan
sonra, her numuneden 4 ml, %40°lik TCA (1 ml) ile karistirilmis ve numuneler 4 °C'de
16 saat saklanmistir. Ust fazdan (¢okelmemis) 1.75 ml'lik numune alinmis ve santrifiij
edilmistir (15.000 g, 4 °C, 10 dakika). Daha sonra siipernatant toplanmistir. Kor olarak,
numune eklenmeden tiim reaktiflerin bir karigimi1 hazirlanmis ve benzer bir prosediir
izlenmistir. Tiim numunelerin silipernatantlari, 1:19 (v/v) oraninda seyreltilen kazein
ornegi harig, 50 mM sodyum asetat (pH 5.5) kullanilarak 1:9 (v/v) oraninda

seyreltilmistir.
3.6.1. Amin Iceriginin Belirlenmesi

Tiim numunelerdeki amin igerigi kolorimetrik analiz ile belirlenmistir (Khalesi
ve FitzGerald, 2021). Kisaca, 100 pl numune 96 kuyucuklu bir mikrotitre plakasinda
50 pl ninhidrin reaktifine (%2) eklenmistir. Plaka daha sonra 70 °C ve 100 rpm'de 30
dakika boyunca calkalanarak inkiibe edilmistir. Oda sicakliginda 10 dakika
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sogutulduktan sonra her bir kuyucuga 150 pl etanol (%50 v/v) eklenmistir. Plaka bir
mikroplaka okuyucuya (Bio-Tek Synergy HT, Winooski, VT, ABD) yerlestirildikten
ve 30 °C'de 5 dakika calkalandiktan sonra 570 nm'de absorbans 6l¢iilmiigtiir. 50 mM
sodyum asetat (pH 5.5) i¢inde ¢oziilmiis L-glisinden (0-1 mM) olusturulan standart

grafik kullanilarak primer amin konsantrasyonu hesaplanmustir.
3.6.2. Amino Asit Analizi

LPK'nin AA kompozisyon analizi, Avrupa Komisyonu Yo6netmeligi 152/2009
ile iliskili ydntem kullanilarak harici bir firma (ALS Life Sciences, Irlanda) aracilig1yla
hizmet alimi1 yoluyla gergeklestirilmistir (Commission, 2009). Triptofan hari¢ tim AA
igerigi bir AA analiz cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Triptofan tayini i¢in floresan

saptamali HPLC kullanilmistir. AA bilesimi g/100 g protein olarak ifade edilmistir.
3.6.3. PDCAAS'1In hesaplanmasi

Limpet protein konsantresindeki EAA'larin FAO (2011) tarafindan Onerilen
EAA miktarlarina orani, LPK'deki her EAA igin fireticinin talimatlarima gore
hesaplanmistir (Megazyme). En diisiik orana sahip EAA ilk sinirlayict EAA olarak
kabul edilmistir. PDCAAS degeri iireticinin talimatlarina gore asagida verilen
denklemler kullanilarak hesaplanmistir.

Limpette bulunan AA'lar igin dizeltilmi amin konstantrasyonu (mM)

4 X Pro
Lys

= (Limpetin birincil amin konsatrasyonu (mM) + ( ) + (2 x His) + (2 x Arg)

In vitro sindirilebilirlik

_ (((;izginin egimi X her numune igin dizeltilmis birincil amin konsantrasyonu) + kesisme noktasz)
B 100

mg AA ) ( mg AA )

Esansiyel AA'lerin orant = ( - - - -
numunedeki g protein referans numunedeki g protein

PDCAAS = invitro sindirilebilirlik X sinirlayict EAA orant

3.7. Protein Hidrolizatlarinin Olusturulmasi
3.7.1. Enzimatik Hidroliz

Limpet protein konsantresi (3 g) ilk olarak 60 ml distile su iginde 1:20 (w/v)

oraninda siispanse edilmistir. Alkalaz veya Flavourzyme hidrolizi %1 (v/w protein)
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E:S oraninda, pH 7.0 ve 50 °C'de gergeklestirilmistir. Hidroliz her iki enzim icin de
ayn1 kosullar altinda gerceklestirilmistir. Hidroliz karistminin pH degeri, bir pH stat
(Titrando 842 ve 902, Metrohm, Dublin, Irlanda) kullanilarak 0.5 M NaOH ile hidroliz
sirasinda pH 7.0'da tutulmustur. Hidroliz 4 saat boyunca siirdiiriilmiis ve farkli zaman
araliklarinda (0, 30, 60, 120, 180 ve 240. dakika) hidrolizatlardan numuneler
almmustir. Tim hidrolizat ¢Ozeltileri daha sonra enzimi inaktive etmek icin 20 dakika
boyunca 80 °C'de su banyosunda bekletilmistir. Oda sicakliginda sogutulduktan sonra,
elde edilen limpet protein hidrolizatlar1 -20 °C'de saklanmustir.

LPK, gastrointestinal gida sindiriminin statik in vitro simulasyonu (INFOGEST)
protokoliine gore sindirilmistir (Atallah vd., 2020; Brodkorb vd., 2019). 8 mL
sulandirilmis LPK [%6 (w/v) protein] pH 7.0'da 2 dakika boyunca 8 ml simile tikarik
stvist ile karistirllmistir. Ancak, gastrointestinal gecis sirasinda protein sindirimi
tizerindeki etkinin incelenmesi istendigi i¢in bu in vitro sindirim deneyinde o-amilaz
kullanilmamigtir. Karigim daha sonra 16 ml simiile gastrik sivi kullanilarak
seyreltilmistir. Daha sonra bu karisima pepsin (2000 U/ml) eklenmistir. Ornek 37
°C'de 120 dakika boyunca pH 3.0'da inklbe edilmistir. Bu asamanin sonunda pH 7.0'a
ayarlanmistir. Numunenin bir sivi boliinttisii (12 ml) pepsin inaktivasyonu icin 90
°C'de 10 dakika 1sitilirken, gastrik olarak sindirilmis numunenin 20 ml'si daha sonra
bagirsak sindirimi asamasi i¢in kullanilmistir. Bu noktada, 20 ml simiile bagirsak sivisi
ve pankreatin (27.3 U/mL tripsin aktivitesi) bu 6rnege eklenmistir. Numune 37 °C'de
120 dakika boyunca pH 7.0'da inkiibe edilmistir. Bagirsak fazinin sonunda numuneler
90 °C'de 10 dakika isitilmistir. Numuneler daha sonraki analizler o6ncesinde

dondurularak kurutulmustur.
3.7.2. INFOGEST Yo6ntemi Kullanilarak in vitro Gastrointestinal Sindirim

LPK, gastrointestinal gida sindiriminin statik in vitro similasyonu (INFOGEST)
protokoliine gore sindirilmistir (Atallah vd., 2020; Brodkorb vd., 2019). 8 mL
sulandirilmis LPK [%6 (w/v) protein] pH 7.0'da 2 dakika boyunca 8 ml simile tikirik
stvist ile karnistirilmistir. Ancak, gastrointestinal gegis sirasinda protein sindirimi
tizerindeki etkinin incelenmesi istendigi i¢in bu in vitro sindirim deneyinde a-amilaz
kullanilmamigtir. Karisim daha sonra 16 ml simiile gastrik sivi kullanilarak
seyreltilmistir. Daha sonra bu karisima pepsin (2000 U/ml) eklenmistir. Ornek 37
°C'de 120 dakika boyunca pH 3.0'da inkibe edilmistir. Bu asamanin sonunda pH 7.0'a

ayarlanmigtir. Numunenin bir sivi boluntust (12 ml) pepsin inaktivasyonu igin 90
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°C'de 10 dakika su banyosunda inkiibe edilirken, gastrik olarak sindirilmis numunenin
20 ml'si daha sonra bagirsak sindirimi agamasi i¢in kullanilmistir. Bu noktada, 20 ml
simiile bagirsak sivist ve pankreatin (27.3 U/mL tripsin aktivitesi) bu Ornege
eklenmistir. Numune 37 °C'de 120 dakika boyunca pH 7.0'da inkiibe edilmistir.
Bagirsak fazinin sonunda numuneler 90 °C'de 10 dakika su banyosunda inkibe

edilmistir. Numuneler daha sonraki analizler 6ncesinde dondurularak kurutulmustur.
3.8. Hidroliz Derecesinin Olglilmesi

In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirilmis LPK orneklerinin ve ayrica
Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri kullanilarak olusturulan hidrolizatlarin hidroliz
derecesi TNBS yo6ntemi kullanilarak belirlenmistir (Harnedy vd., 2018b). Ornekler
[%5 (w/v) protein] %0,1 (w/v) protein konsantrasyonuna ulasmak igin %1 (w/v)
sodyum dodesil siilfat (SDS) ile seyreltilmis, ardindan 1 saat boyunca 50 °C'de 6n
1sitma yapilmustir. 1:1 oraninda su ve sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (0.2125 M, pH
8.2) kullanilarak %5 (w/v) TNBS stok ¢Ozeltisi %0.5'e (w/v) seyreltilmistir. Her
Ornekten 10 pl alinarak 96 kuyucuklu mikrotitre plakasina eklenmistir. Ardindan, her
bir kuyucuga 160 pl %0.5 (w/v) TNBS eklenmistir. Absorbans, bir mikroplaka
okuyucu kullanilarak A = 350 nm ve 50 °C'de 1 saat boyunca her 5 dakikada bir
kaydedilmistir. Numunelerin serbest amino grubu icerigi (AN, mg N/mg numune)
standart olarak 16sin (0, 2, 5, 7, 14, 21, 28 ve 56 mg/ml) kullanilarak belirlenmistir.
Limpet proteini i¢in peptit baglarinin nitrogen igerigi (Npb) i¢in literatiirde bir deger
bulunmadigindan, % hidroliz derecesini tahmin etmek i¢in deniz organizmalari i¢in
kullanilan Npb degeri olan 123.3 mg/g protein kullanilmistir (Egerton vd., 2018; Wang
vd., 2016).

3.9. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

LPK, in vitro gastrik ve gastrointestinal sindirilmis 6rneklerin ve ayrica Alkalaz
ve Flavourzyme enzimleriyle Gretilen limpet protein hidrolizatlarin SDS poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) protein profilleri Laemmli (1970)'ye goére bir Mini-
Protean Tetra Cell sistemi (Bio-Rad, Hemel Hempstead, Ingiltere) kullanilarak analiz
edilmistir. Kisaca, 6 mg LPC 1 ml dH20 iginde ¢oziilmiis ve yiikleme tamponu [1 ml
1.0 M Tris-HCI (pH 6.8), 4 ml %10 SDS, 0.25 mL B- merkaptoetanol, 2 ml gliserol, 2
ml %21 (w/v) bromofenol mavisi ve 0.75 ml dH20] ile 1:1 oraninda karigtirilmis ve
ardindan 95 °C'de 5 dakika isitilmistir. Protein ayristirma islemi Mini-Protean TGX
hazir jeller (%4-20 akrilamid ¢oziicii jel) kullanilarak 90 dakika boyunca 100 V sabit
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voltajda dikey elektroforez tinitesi kullanilarak gergeklestirilmistir. Protein
konsantresi ve sindirilmis 6rnekler (10 pl) her bir kuyucuga yiiklenmistir. Standart
proteinlerin bir karisimi [SigmaMarker wide range (6.5- 200 kDa)] molekiiler agirlik
(MW) belirteci olarak kullanilmistir. Jeli boyamak i¢in 45 dakika boyunca Coomassie
Blue R-250 ¢ozeltisi kullanilmig ve ardindan %10 (v/v) asetik asit ve %10 (v/v)
metanol igeren sulu bir ¢ozelti iginde calkalamali bir platform iizerinde boyadan

arindirilmastir.
3.10. Jel Gegirgenlik-Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

LPK, in vitro sindirilmis orneklerinin, Alkalaz ve Flavourzyme enzimleriyle
olusturulan protein hidrolizatlarinin molekiiler kiitle dagilim profilleri Spellman vd.
(2009) tarafindan agiklanan yonteme gore jel gegirgenlik-yiksek performansl sivi
kromatografi (GP-HPLC) sistemi kullanilarak belirlenmistir. Ornekler %0.1 (v/v)
trifloroasetik asit (TFA) iceren %30 asetonitril (ACN) icinde %0.25 [(w/v) protein]
oraninda seyreltilmis ve ardindan 0.2 um politetrafloroetilen siringa filtrelerinden
(VWR, Dublin, irlanda) siiziilmiistiir. Ayirma islemi, 0.5 mL/dak akis hizinda H,0
icinde %0.1 (v/v) TFA ve %30 (v/v) asetonitril kullanilarak izokratik eliisyon ile
gerceklestirilmistir.  GP-HPLC kromatogramlarinin  molekiiler kiitle dagilim
profillerinin belirlenmesi igin standart proteinlerin ve peptitlerin (sigir serum albiimini,
B-laktoglobiilin, a-laktalbimin, aprotinin, basitrasin, Leu-Trp-Met-Arg ve Asp-Glu)

ortalama alikonma stirelerinden bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
3.11. Ultra Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (UPLC)

Alkalaz ve Flavourzyme ezimleri kullanilarak {iretilen limpet protein
hidrolizatlarinin peptit profilleri, daha once Nongonierma ve FitzGerald (2012)
tarafindan tarif edildigi gibi ultra performansl sivi kromatografisi (UPLC Acquity -
Waters, Milford, MA, ABD) kullanilarak belirlenmistir. ~ Kromatografi icin
kullanilacak olan mobil faz A, HPLC safliginda olan su iginde %0.1 (v/v) TFA’dan ve
mobil faz B ise %80 HPLC safligindaki ACN iginde %0.1 (v/v) TFA’dan
olusmaktadir. Ornekler mobil faz A'da siispanse edilmis (%0.5 w protein esdegeri/v)
ve 0.2 um seliiloz asetat filtrelerle siiziilmiistir. Akis hizi 0.3 ml dk?! olarak

ayarlanmistir. Ayristiricinin absorbanst 214 nm'de izlenmistir.
3.12. Biyoaktivite Analizleri

3.12.1. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesinin Belirlenmesi
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Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) analizi Cermefio vd. (2016)
tarafindan tarif edildigi gibi bir plaka okuyucu kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim
reaktifler, LPC ve in vitro gastrointestinal sindirilmis 6rnekler ve ayrica Alkalaz ve
Flavourzyme enzimleri kullanilarak elde edilen protein hidrolizatlar1 sodyum fosfat
tamponunda (0.075 M, pH 7.0) hazirlanmistir. 50 pl 6rnek (0.2 mg ml), kér (fosfat
tamponu) veya standarttan (0 - 100 uM Troloks, R? = 0.9951) alinarak 96 kuyucuklu
bir mikroplakaya pipetlenmis, 50 pl fluorescein (0.78 uM) ile karistirtlmis ve 37 °C'de
15 dakika On inkiibasyona tabi tutulmustur. Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri
kullanilarak elde edilen limpet protein hidrolizatlar1 bu analiz i¢in son konsantrasyonu
0.1 mg mlI? olarak kullanilmistir. Reaksiyon, her bir kuyucuga 25 pl 0.221 M 2,2'-
azobis-2-metil-propanimidamid eklenerek baslatilmistir. Isima (uyarim: 458 nm,
emisyon: 520 nm) 120 dakika boyunca her 5 dakikada bir kaydedilmistir. Sonuglar pM
Troloks esdegeri (TE) g™* protein olarak ifade edilmistir.

3.12.2. 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonat) (ABTS*) Radikal

Indirgeme Aktivitesinin Belirlenmesi

LPK, in vitro gastrointestinal sindirilmis 6rneklerinin, Alkalaz ve Flavourzyme
enzimleri kullanilarak iiretilen limpet protein hidrolizatlarinin 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline- 6-sulfonate) (ABTS™) radikal giderme aktiviteleri Kleekayai
vd. (2015) tarafindan tarif edildigi sekilde 6lgtilmiistiir. ABTS ™ stok ¢ozeltisi 2.45 mM
potasyum persilfat (K2S202) ile 7 mM ABTS (1:2, v/v) karistirilarak hazirlanmustir.
Radikallerin olusmasi i¢in bu ¢6zelti en az 16 saat karanlikta inkiibe edilmistir. Bu
stirenin ardindan ABTS™ stok ¢dzeltisi 5 mM fosfat tamponu (pH 7.4) kullanilarak
734 nm'de 0.70 + 0.02 absorbans degerine kadar seyreltilmistir. 10 pl 6rnek (4.0 mg
ml™?), blank (tampon) veya Troloks standardi ve 200 uL. ABTS* radikal ¢ozeltisinden
olusan toplam 210 pl reaksiyon karigimi 96 kuyucuklu bir mikroplakada
hazirlanmistir. Ek olarak, Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri kullanilarak tretilen
limpet protein hidrolizatlar1 bu analiz i¢in son konsantrasyonu 1.0 mg ml™? olacak
sekilde kullanilmistir. Plaka 5 dakika boyunca 1siktan korunmusg ve ardindan absorbans
bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 734 nm'de 6l¢iilmiistiir. Sonuglar pM TE g™

protein olarak ifade edilmistir.
3.12.3. Demir iyonu indirgeyici Antioksidan Gii¢ Aktivitesinin Belirlenmesi

LPK, in vitro gastrointestinal sindirilmis Orneklerinin ve Alkalaz ve
Flavourzyme kullanilarak elde edilen limpet protein hidrolizatlarinin demir iyonu
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indirgeyici antioksidan gii¢c (FRAP) aktivitesi Cermefio vd. (2016) tarafindan tarif
edildigi gibi belirlenmistir. 2 mg ml™*'deki &mekler (20 pl) 96 kuyucuklu bir
mikroplakaya eklenmis ve ardindan 150 pl FRAP reaktifi [10:1:1oraninda 0.3 M asetat
tamponu (pH 3.6), 0.01 M 2,4,6-tripiridil-s-triazin ve 0.02 M FeCl3-6H20] eklenmistir.
Plaka 37 °C'de 30 dakika inkiibe edilmis ve absorbans Synergy HT plaka okuyucu
kullanilarak 590 nm'de Slgiilmiistiir. 0-150 uM konsantrasyon araliginda bir standart
Troloks egrisi hazirlanmistir. Sonuglar uM TE g protein olarak ifade edilmistir.

3.12.4. Anjiyotensin  Déniistiiriici  Enzim  Inhibitér  Aktivitesinin

Belirlenmesi

Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) aktivitesinin inhibisyonu LPK, in vitro
gastrointestinal sindirilmis ornekleri ve Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri
kullanilarak olusturulan limpet protein hidrolizatlar1 icin Cermefio vd. (2018)’nin
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ozetle, nihai konsantrasyonu 0.2 mg/ml olan her
bir 6rnekten 50 pl alinarak 50 pl analiz tamponu (100 mM sodyum borat tamponu, 300
mM NaCl, pH 8.3), 200 ul substrat [0.45 mM Abz-Gly-Phe-(NO2)-Pro] ve 50 pl
ACE'den (8 mU/ml) olusan ortama eklenmistir. Reaksiyon, ACE'nin etkisiyle substrat
olarak kullanilan Abz-Gly-Phe-(NOz)-Pro'dan 1simay1 saglayan tiriin Abz-Gly'nin
salinmasiyla izlenmistir. Bir birim ACE aktivitesi (U) 37°C'de dakikada 1 uM Abz-
Gly-Phe(NO2)-Pro'yu hidrolize eden enzim miktar olarak tanimlanmigtir. Referans
pozitif kontrol olarak kaptopril (30 nM) kullanilmis ve sonuglar ACE inhibisyonunun

yuzdesi olarak ifade edilmistir.
3.12.5. Dipeptidil peptidaz (DPP)-1V inhibitor aktivitesi

Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri kullanilarak elde edilen limpet protein
hidrolizatlarinin DPP-IV inhibitor aktivite deneyi bazi modifikasyonlarla Harnedy ve
FitzGerald (2013Db) tarafindan agiklandig: gibi gergeklestirilmistir. 10 pl limpet protein
hidrolizat 6rnekleri (2 mg mI? protein), 30 ul 0.10 M Tris-HCI tampon (pH 8.0) ve 50
ul 200 uM H-Gly-Pro-AMC ile karistirilmistir. 37 °C'de 5 dakika inkiibasyonun
ardindan reaksiyon 10 ul DPP-1V (4 mU ml?) eklenerek baslatilmistir. Floresandaki
degisim, sirasiyla 360 ve 460 nm uyarma ve emisyon dalga boylarina ayarlanmis bir
mikro plaka okuyucu kullanilarak 30 dakikalik bir siire boyunca izlenmistir. Bir birim
(U) DPP-IV (domuz bobregi DPP-1V) aktivitesi, 37 °C'de 1 umol H-Gly-Pro-AMC
min! hidrolizi igin gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmustir. Diprotin A (lle-Pro-
lle), 5 uM nihai konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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3.13. LC-MS/MS ile Peptit Dizilimlerinin Belirlenmesi

LPK’dan elde edilen in vitro gastrointestinal sindirimlerindeki peptit tanimlama
analizleri daha 6nce O'Keeffe vd. (2017) ve Cermefio vd. (2022) tarafindan agiklanan
yontem kullanilarak bir Bruker micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya)
ile birlestirilmis  bir ACQUITY UPLC sistemi (Waters) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hidrolizat 6rnekleri mobil faz A'da (%0.1 (v/v) formik asit (FA)
iceren MS suyu) 0.1 mg mL™ nihai konsantrasyona seyreltilmis ve bir Acquity BEH
300 C18 kolonunda (2.1 x 50 mm, 1.7 um; Waters, Dublin, irlanda) ayrilmistir.
Ayirma, 53 dakika boyunca 0.2 ml dk* akis hizinda mobil faz B'nin (%0.1 (v/v) formik
asit ile %80 (v/v) asetonitril) %0'indan %80'ine kadar dogrusal gradyan eliisyonu
kullanilarak gerceklestirilmistir. Elektrosprey kosullari su sekildeydi: kapiler voltaj
4500 V; kapiler sicaklik, 220 °C; kuru gaz (N2) akisi, 8.0 L/dak; nebiilizor, 1.8 bar;
carpisma enerjisi 7 eV; carpisma hiicresi radyo frekansi (RF) 1500 Vpp ve transfer
stiresi 100 ps’dir. MS ve tandem MS taramalar1 100-2500 ve 50-650 m/z araliginda
pozitif pozisyonda gergeklestirilmistir. Sistem bir ESI diisiik molekiiler kiitle ayar
karisimi kalibrant1 (Agilent Technologies, CA, ABD) ile kalibre edilmistir. Peptit
tanimlamasi i¢cin MS/MS verileri Peaks Studio 8.5 (Bioinformatics Solutions Inc.,
Ontario, Kanada) kullanilarak Uniprot veri tabanindan elde edilen P. vulgata, Mytilus
edulis (mavi midye), Lottia gigantea (dev baykus limpet), Mizuhopecten yessoensis
(deniz taragi) ve Mytilus coruscus (Kore midyesi) gibi ¢esitli tiirlerin proteomlari
kullanilarak kurum i¢i bir veri tabanina kars1 analiz edilmistir. Hata Onciil kiitlesi 0.5
Da, parca iyonu 0.05 Da ve yanlis kesif oran1 %1 olarak ayarlanmistir. De novo olarak
elde edilen peptit dizileri daha sonra Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen,
Almanya) ve Peaks kullanilarak manuel olarak dogrulanmistir. Venn diyagramlari
InteractiVenn (Heberle vd., 2015) web araci kullanilarak, peptigramlar ise Peptigram

Bioware programi kullanilarak elde edilmistir.
3.14. Istatistiksel Analiz

Tum deneyler en az Ug tekrar olarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart
sapma olarak rapor edilmistir. Windows i¢in Minitab 15 ve GraphPad Prism 6 (San
Diego, CA, ABD) istatistik programi kullanilarak énemli farkliliklar test etmek igin
tek yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey post hoc karsilastirma testi yapilmustir.

<0.05 p-degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Limpet Homojenatinin Besin Bilesimi

Genel olarak, P. vulgata'nin kiyilmis limpet etinin temel besin bilesimi %82.06
+ 0.86 nem, %10.23 + 0.36 protein, %1.14 + 0.38 lipit ve %2.15 + 0.06 kil icermekte
olup, geri kalan %5.65 * 0.80 karbohidrata karsilik gelmektedir (Tablo 4.1.). Farkli bir
limpet tlrl (P. caerulea) iizerinde yapilan besin bilesimi ¢alismasinda limpet etinde
hemen hemen ayni miktarlarda nem (%78.0 + 4,5), protein (%9.2 + 1.0), kil (%2.6 £
0.3) ve lipit (%2.4 + 0.2) degerleri bildirilmistir (Zlatanos vd., 2009). Limpet etinden
elde edilen homojenat %2.63 + 0.36 nem, %7.75 + 0.35 lipit, %12.86 + 0.58 Kkiil,
%46.76 + 0.91 ham protein ve %26.17 + 4.01 karbohidrat icermektedir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Limpet eti, homojenat ve limpet protein konsantresinin temel besin bilesimi

Limpet eti Homojenat LPK
Nem (% (w/w)) 82.06 + 0.86 2.63+0.36
Lipit (% (w/w)) 1.14 +0.38 7.75+0.35
Kl (% (wiw)) 2.15+0.06 12.86 + 0.58
Ham protein (% (w/w)) 10.23 £ 0.36 46.76 + 0.91° 66.01 + 1.67°
Karbohidrat (% (w/w)) 5.65 + 0.80 26.17 +4.01
Toplam azot (% dw) 1.91+0.07 10.20 + 0.43° 12.64 +0.08°
Protein olmayan azot (% dw) - 0.98 £ 1.61° 0.33 £0.01°
Protein azot (% dw) - 8.77 £ 0.16% 12.29 +£0.22°

Degerler ortalama + SD (n=3) olarak ifade edilir, %her satir i¢gin homojenat ve LPK degerleri arasindaki
istatistiksel olarak 6nemli farkliliklart gdsterir (p < 0.05)

Fernandes vd. (2019) Madeira Takimadalari'ndaki (Portekiz) farkli toplama
alanlarindan alinan iki farkli limpet tr( (Patella aspera ve Patella candei) izerinde
yaptiklar1 ¢aligmalarda limpet eti homojenatlarinda %7.71 ile %12.60 (dw) arasinda
lipit, %11.21 ile %23.12 (dw) arasinda kuru madde, %48.22 ile %64.09 (dw) arasinda
protein ve %7.86 ile %23.07 (dw) arasinda karbohidrat igerikleri rapor etmislerdir.
Benzer sonuglar Dare ve Edwards (1975) tarafindan midyeler {izerinde yapilan
caligmalar sirasinda da rapor edilmistir. M. edulis etinin besin bilesiminin mevsimsel
olarak degiskenligini belirlemek icin yaptiklar1 ¢alismada, kuru agirlik bazinda
yaklasik %58.7 (%46.4-%73.1) protein, %22.5 (%4.1-36.7) karbonhidrat, %7 (%3.9-
9.6) lipit ve %11.8 (%8.8-17.2) kiil igerdigini bildirmisler, parantez iginde verilen
sayilar mevsimsel ug¢ degerleri icermektedir. Dolayisiyla, bu tez ¢alismasinda elde
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edilen sonuclar Onceki c¢alismalarda bildirilenlerle uyumludur. Ayrica, buradaki
sonuglar istiridye ve diger limpet tiirleri gibi diger deniz yumusakcalari ile
karsilastirilabilir bir besin bilesim profili gostermistir (Fernandes vd., 2019; Linehan
vd., 1999).

4.2. Limpet Protein Konsantresinin Ekstraksiyonu ve Karakterizasyonu
4.2.1. Azot Coziiniirliigii

Homojenatin protein igerigini artirmak icin bir izoelektrik ¢oktirme
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Deniz proteinlerinin ekstraksiyonu ve
izolasyonu igin yaygin olarak kullanilan izoelektrik ¢oktiirme yontemi, proteinlerin
asidik veya alkali bir ¢ozelti kullanilarak ¢oziiniirlestirilmesini ve ardindan pl
degerinde ¢okeltilmesini i¢erir (Marmon ve Undeland, 2010; Neves vd., 2017). Bu
yontem, ¢esitli diisiik degerli baliklardan, balik yan {irlinlerinden ve balik isleme
atiklarindan proteinleri izole etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Kristinsson
ve Liang, 2006; Marmon ve Undeland, 2010; Surasani, 2018) ve ayrica tath su
midyesi Lamellidens marginalis (Surasani vd., 2018), mavi midye M. edulis (Vareltzis
ve Undeland, 2012) ve licgen kabuklu inci midyesi Hyriopsis cumingii (Liu vd., 2009)
gibi yumusakcalara da uygulanmistir. Ancak, bildigimiz kadariyla, bu islemle limpet
eti proteinlerinin azot ¢oziinlirligli hakkinda daha once herhangi bir ¢alisma rapor

edilmemistir.

[zoelektrik ¢oktiirme islemi icin uygun kosullar1 belirlemek amaciyla limpet
homojenatinin azot ¢o6ziiniirliik profili elde edilmistir (Sekil 4.1.). Limpet
homojenatinin baslangi¢c pH degeri 7.15 £ 0.03 olarak belirlenmistir. Homojenat 3.0-
12.0 araliginda farkli pH degerlerine ayarlanmistir. Elde edilen veriler tum limpet
proteinlerinin asidik ve alkali pH bdolgelerinde degisken ¢oziiniirliige sahip oldugunu
gostermistir. Proteinlerin zayif asidik ve bazik yan zincir gruplari lizerindeki ytik,
¢ozeltinin pH'indan etkilenmektedir. Sonug olarak, proteinler pl degerlerinde en diisiik
¢ozlinlirliige sahiptir ve proteinlerin en ylksek ¢ozlnurligi en ¢ok yiiklii oldugunda
elde edilmektedir (Giménez vd., 2009). Limpet azotlu bilesenlerinin en diisiik oldugu
¢cOzliniirliigli, pl degerini gosteren pH 4.0'da gozlenirken, pH 12.0'da en ylksek
¢cozlinlirliik gozlenmigtir. Azot ¢oziiniirliigii degerlerinde pH 8.0 ve 12.0 arasinda
onemli bir fark bulunmamistir (p < 0.05) ve bu nedenle, pH 4.0'dan pH 12.0'a
ayarlamak icin gereken yiiksek NaOH miktarlar1 ve ayrica stre¢ maliyeti nedeniyle
pH 12.0'm endistri agisindan uygun olmadigi disiiniildiigiinden, maksimum
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¢ozinlrlik degeri olarak pH 8.0 kullanilmistir. Benzer bulgular Liu vd. (2009)
tarafindan inci midyesi eti protein izolatlarinin protein ¢oziiniirliik analizi sirasinda da
rapor edilmistir. pH 11.0 ve 5.0 sirasiyla en yiksek ¢oziiniirlik ve pl degerlerine
karsilik gelmektedir. Surasani vd. (2018), tatli su midyesi proteini i¢in en yuksek
¢Ozilinlirliiglin pH 13.0'da oldugunu, en diisiik protein ¢oziiniirliigiiniin ise pH 4.0 ve
5.0'da gozlendigini bildirmistir. Benzer sonuglar Vareltzis ve Undeland (2012)
tarafindan mavi midyeler ilizerinde yapilan ¢alismalar sirasinda da rapor edilmistir.
Mavi midyelerin asidik (pH 2.6) ve alkali (pH 12.0) c¢ozeltilerle islenmesi sirasinda
strastyla %43.0 ve %58.0'lik bir geri kazanim verimliligi ve 5.8 ve 5.2'lik pI degerleri

bildirmislerdir.
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2.8 1 ab
2.6 4 a
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Sekil 4.1. Limpet homojenatinin azot ¢8zunurlik profili

Bdylece limpet protein konsantresi, cozindrlik analizinden elde edilen
degerlere gore, yani pH 8.0'da ¢oziiniirlestirme ve pH 4.0'da ¢okeltme olmak {izere
izoelektrik ¢Oktlirme yontemi kullanilarak izole edilmistir. izolasyonun ardindan,
limpet protein konsantresindeki protein igerigi %66.01 £ 1.67'ye yiikselmistir (Tablo
4.1.). Benzer sekilde, Zheng vd. (2021) tarafindan deniz yumusakgalari1 ve kabuklulari
tizerinde yapilan bir c¢alismada, izoelektrik ¢oktlrme yaklasimi kullanilarak elde
edilen istiridye (Crassostrea hongkongensis) ve karides (Euphausia superba) protein
izolatlarinin protein icerikleri sirastyla kuru agirlik bazinda %67.42 + 0.65 ve %54.27
*+ 0.25 olarak bildirilmistir. Ancak yazarlar bu ¢aligmada kullanilan azot-protein
doniisiim faktoriinii vermemistir. Bu tez ¢alismasinda, Diniz vd. (2014) tarafindan

yumusakealar i¢in bildirilen azot-protein doniisiim faktorii (5.37) kullanilmustir.
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Homojenat ve limpet protein konsantresinde TN, NPN ve PN tayini sonuglari
Tablo 1'de gosterilmistir. Limpet protein konsantresinde kuru agirlik {izerinden
Olgiilen TN ve PN igerigi (sirastyla %12.64 £ 0.08 ve %12.29 + 0.22) homojenatta elde
edilen degerlerden (sirasiyla %10.20 £ 0.43 ve %8.77 + 0.16) daha yuksektir (Tablo
4.1.). Bununla birlikte, limpet protein konsantresindeki NPN igerigi (%0.33 + 0.01)
homojenattan (%0.98 + 1.61) daha diisiiktii, bu da izolasyon islemi sirasinda protein

olmayan bilesenlerin uzaklastirildigini gostermektedir.
4.2.2. Limpet Protein Konsantresinin AA Bilesimi ve PDCAAS

Limpet protein konsantresinin AA bilesimi Tablo 4.2.'de gosterilmistir. Protein
konsantresinin toplam AA igerigi 77.25 g/100 g'dir. Protein konsantresinde en ¢ok
bulunan AA'lar sirasiyla 11.6, 8.88 ve 7.81 g/100 g protein olusturan Glu, Asp ve
Arg'dir. EAA (His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val, Cys ve Tyr) igerigi 31.73
g/100 g protein olup toplam AA'larin %41.07'sini olusturmustur. Bildigimiz kadar1yla,
daha once higbir calisma limpet protein konsantresinde bulunan AA bilesimini rapor
etmemistir. Bununla birlikte, bu tez c¢alismasinda bildirilen limpet protein
konsantresindeki AA igerigi, diger deniz yumusakg¢alarinin, 6rnegin inci midyesi
protein izolatinin (65.73 g/100 g) AA igeriginden daha yiiksektir (Liu vd., 2009). Buna
ek olarak, limpet protein konsantresinin EAA igerigi, istiridye protein izolat1 (%47 +
1) ve Kkarides protein izolat1 (%50.9 + 0.9) gibi diger yumusakga ve kabuklu 6rnekleri
icin bildirilenlerden sayisal olarak daha disiiktiir (Zheng vd., 2021).

Tablo 4.2. Limpet protein konsantresinin toplam amino asit bilesimi

Amino asitler Icerik Amino asitler Icerik
(9 100 g LPK) (g 100 g LPK)
Triptofan (Trp-W)* 0.69 Prolin (Pro-P) 3.28
Aspartik asit (Asp-D) 8.88 Sistein (Cys-C)* 0.89
Serin (Ser-S) 4.25 Tirozin (Tyr-Y)* 2.55
Glutamik asit (Glu-E) 11.6 Valin (Val-V)* 3.38
Glisin (Gly-G) 5.14 Metiyonin (Met-M)* 1.64
Histidin (His-H)* 1.42 Lizin (Lys-K)* 5.41
Arjinin (Arg-R) 7.81 izolésin (Ile-1)* 3.36
Treonin (Thr-T)* 4.00 Losin (Leu-L)* 5.74
Alanin (Ala-A) 4.56 Fenilalanin (Phe-F)* 2.65

“Esansiyel amino asitler
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Protein sindirilebilirligi, proteinlerin besinsel kalitesini etkilemektedir. Protein
kalitesini degerlendirmek i¢in umut verici bir yontem PDCAAS’m tahminidir
(FAO/WHO, 1991; Schaafsma, 2000). PDCAAS, protein kaynagindaki ilk smirlayici
EAA'nin belirlenmesi ile gergeklestirilmektedir ve okul 6ncesi ¢agdaki bir ¢ocugun
gereksinimlerine dayali olarak referans bir protein kaynagindaki ayn1 AA igeriginin
ylzdesi olarak ifade edilmektedir (Bleakley, 2018; FAO/WHO, 1991). PDCAAS
degerini hesaplamak i¢in kullanilan EAA verileri Tablo 4.3."te sunulmustur. Limpet
protein konsantresinin ilk sinirlayicit EAA's1 0.950 EAA orani ile triptofandir. Limpet
protein konsantresi icin PDCAAS ve in vitro sindirilebilirlik degerleri sirasiyla 1.01 +
0.01 ve 1.06 + 0.01 olarak hesaplanmistir. PDCAAS degeri 1.0 olan proteinler,
popiilasyon i¢in EAA gereksinimlerini karsilayan yiiksek kaliteli veya tam proteinler
olarak kabul edilmektedir (Abdul-Hamid vd., 2002). Limpet protein konsantresi i¢in
bu PDCAAS sonuglar1 karides (1.0) ve kril (karides benzeri bir deniz canlisi) (1.0) ile
karsilastirilabilir diizeydedir ve kurutulmus deniz kulagi protein izolatlarindan (0.91 £
0.01) daha yuksektir (Cepero-Betancourt vd., 2017; Dayal vd., 2013; Gigliotti vd.,
2008).

Tablo 4.3. 2-5 yas aras1 bir ¢gocugun amino asit gereksinimleri ile karsilastirildiginda LPK'nin EAA

bilesimi
Esansiyel Amino asit EAA icerigi EAA Referans EAA orani®
(EAA) (mg/g protein  (mg/g protein)? degerler®
konsantresi) (mg/g protein)

Sistein + Metiyonin 25.3 38.33 25.00 1.533
Triptofan 6.9 10.45 11.00 0.950
Treonin 40.0 60.60 34.00 1.782
Valin 33.8 51.20 35.00 1.463
Izol&sin 33.6 50.90 28.00 1.818
Ldsin 57.4 86.96 66.00 1.318
Tirozin + Fenilalanin 52.0 78.78 63.00 1.250
Lizin 54.1 81.96 58.00 1.413
Histidin 14.2 21.51 19.00 1.132

30466.01 protein igeren LPK'nin mg/g protein cinsinden EAA igerigini temsil etmektedir, ® (FAO/WHO,
1991) tarafindan bildirilen 2-5 yas arasi ¢ocuklarin amino asit gereksinimine dayali referans degerleri,
¢ EAA oran1 = EAA (mg/g protein) / 2-5 yas referans degeri
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4.2.3. Limpet Protein Hidrolizatlarimin Hidroliz Derecesi
4.2.3.1. Enzimatik Protein Hidrolizatlar:

Hidroliz derecesi genellikle bir proteoliz izleme parametresi olarak kullanilir ve
farkli protein hidrolizatlar1 arasinda karsilagtirma yapmak i¢in en yaygin kullanilan
gostergedir (Guérard vd., 2002). Protein hidrolizatlarinin kullanimi, organoleptik ve
teknofonksiyonel ozellikleri ile sinirlidir ve bu da biiylik dl¢lide hidroliz derecesi
tarafindan yonlendirilir. Bu tez ¢alismasinda P. vulgata'dan izole edilen protein

konsantresinin hidroliz kapsami Sekil 4.2.'de sunulmustur.
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Sekil 4.2. Alkalaz ve Flavourzyme ile elde edilen limpet protein hidrolizatlarinin hidrolizi

Limpet protein konsantresi biyofonksiyonel 6zelliklerinin degerlendirilmesi
Alkalaz ve Flavourzyme olmak iizere iki farkli proteaz tarafindan 30, 60, 120, 180 ve
240 dakika gibi farkli zaman araliklarinda hidrolize edilmistir. Genel olarak, limpet
protein konsantresi tzerinde iki farkli enzim kullanilarak gergeklestirilen hidrolizinin,
hidroliz suresindeki artisa bagli olarak hidroliz derecesini arttirdig1 gézlemlenmistir.
Sonuclar, Alkalaz ile tretilen limpet protein hidrolizatinin bozulmamis limpet protein
konsantresinden 6nemli olglide daha yuksek serbest amino grubu konsantrasyonu
sergiledigini gostermistir. Iki hidrolizat arasinda, Alkalaz tarafindan fiiretilen
hidrolizatlar 240 dakikalik hidrolizden sonra en yiiksek hidroliz derecesini gostererek
Flavourzyme ile karsilastirildiginda limpet proteinlerini hidrolize etmede etkin rol
oynadigin1  gostermistir.  Alkalaz, limpet protein  konsantresi  (izerinde
Flavourzyme'den daha hizli bir hidroliz oran1 gostermistir. Alkalaz, reaksiyonun ilk 60
dakikasinda hidroliz derecesinde Onemli bir artis saglarken, Flavourzyme 240

dakikaya kadar hidrolizde 6nemli bir artisa ulasmamistir. 240 dakikalik hidroliz
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sonunda, Alkalaz ile hidroliz derecesi 14.70 + 1.02 mg N g protein iken, Flavourzyme
ile 771 + 0.32 mg N g! protein olmustur. Flavourzyme ile dretilen protein
hidrolizatindaki 3.24 + 0.12 mg amino grubu g™ protein ile karsilastirildiginda, limpet
protein izolatinin Alkalaz ile hidrolizi sirasinda 10.12 + 0.88 mg amino grubu g*

protein artig1 gézlenmistir.
4.2.3.2. In vitro Gastrointestinal Sindirim Hidrolizatlar

Gastrointestinal sindirim sirasinda proteinler, gastrointestinal sistemde daha
kolay emilen peptitlere (2-6 AA) ve serbest AA'lara ayrilmaktadir (Harnedy ve
FitzGerald, 2012). Bu nedenle, insan gastrointestinal sistemindeki potansiyel kaderini
aydinlatmak i¢in limpet protein konsantresi (zerinde in vitro simiile edilmis bir
gastrointestinal sindirim gergeklestirilmistir. INFOGEST 2.0, insan gastrointestinal
sisteminin fizyolojik yonlerini dikkate alarak in vivo gastrointestinal sindirimi taklit
eden, yakin zamanda formiile edilmis bir in vitro metodolojidir. Bu in vitro yontem
oral (bu caligmaya dahil edilmemis olsa da), gastrik ve gastrointestinal sindirimini
simule etmektedir. INFOGEST gastrik sindiriminin (LPK-G) ardindan numunenin
hidroliz derecesi degeri %9.1 + 0.4 olmustur (Sekil 4.3.). Bu deger gastrointestinal
sindirimini (LPK-GI) takiben %14.9 + 0.9'a yiikselmistir. Aym sindirim enzimi
preparatlari tarafindan iiretilen yesil midye protein hidrolizatlarinin hidroliz derecesi
ile karsilastirildiginda, gastrik sindirimi takiben elde edilen hidrolizat, buradaki
sonugla neredeyse ayni hidroliz derecesine (%9) sahip oldugu belirlenmistir
(Vijaykrishnaraj vd., 2016). Ancak gastrointestinal sindirim sonucunda elde edilen

hidroliz derecesinin pepsin sindirimine kiyasla azaldigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.3. In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirimin ardindan elde edilen hidrolizatlarin hidroliz
dereceleri
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4.2.4. SDS-PAGE Profili

LPK'nin ve onun gastrik ve gastrointestinal sindirilmis orneklerinin protein
profilleri Sekil 4.4.”de gosterilmistir. Sindirilmemis limpet protein konsantresi, Porzio
ve Pearson (1977) ile Margulis ve Pinaev (1976)'e gore miyozin hafif zincir-I veya
troponin-l1 (24-25 kDa), troponin-T veya aktin (37-45 kDa) ve a-aktinin veya
paramiyozin (102-105 kDa) gibi proteinlere karsilik gelebilecek yaklasik 25, 37, 45 ve
105 kDa'lik bantlar olusturmustur. Benzer bantlar midye eti (Perna perna), istiridye
protein izolat1 (Crassostrea gigas) ve midye protein izolatinda (M. edulis) da rapor
edilmistir (Jiang vd., 2019; Silva vd., 2010; C. Yu vd., 2018). Gastrik sindirimi
takiben, bu bantlar (24-29 kDa bolgesindeki bantlar hari¢) goriilememistir, bu da
proteinin diisiikk molekiil agirlikli peptitlere (<6.5 kDa) ve serbest AA'ya pargalandigini
gostermektedir. Benzer sonuclar Toomer vd. (2015) tarafindan karides proteinleri i¢in
de elde edilmis, in vitro gastrik sindirimin ardindan protein bantlar1 kaybolmustur.
Bununla birlikte, ayni ¢alismada 25 kDa'da gdruntilenen bir bant pepsin ve pankreatin
sindiriminden sonra stabil kalmistir. Xu vd. (2019), M. edulis'ten elde edilen suda
¢ozlnar proteinler ile in vitro simiile edilmis sindirim hidrolizatlar1 arasinda bir fark
oldugunu ve pepsin sindirimi 6ncesi ve sonrasi arasindaki protein bantlarindaki farkin

belirgin oldugunu bildirmistir.
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Sekil 4.4. Limpet protein konsantresinin ve INFOGEST sindirimini takiben karsilik gelen
hidrolizatlarin SDS-PAGE profilleri 1: Molekiiler agirhk (MW) markori (6.5-200 kDa),
2: LPK, 3: LPK-G, 4: LPK-GI, Yukaridan asagiya dogru oklar sirasiyla yaklasik 105, 45
ve 25 kDa'lik bantlar1 gostermektedir
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Ayrica, bizim tez ¢alismamiza benzer sekilde, gastrik fazda molekiil agirlig: 10-
37 kDa araligindaki protein veya peptitlerin bagirsak sindirim fazinda kayboldugunu
belirtmislerdir. Sindirim enzimleri tarafindan parcalanmaya kars1 duyarliligin yiiksek
oranda proteine bagli oldugu daha 6nce bildirilmistir. De Marchi vd. (2021) karides
tozunun in vitro simiile edilmis gastrointestinal sindirime duyarliligini arastirmak i¢in
INFOGEST protokoliinii kullanmistir. Karides tropomiyozini gastrik sindirime kars1
siirli stabilite gosterirken, sarkoplazmik kalsiyum baglayici protein gastrointestinal
sindirime kars1 stabil kaldig1 bildirilmistir. Tez ¢alismamizdaki SDS-PAGE profili,
pepsin ve pankreatin sindiriminin ardindan molekiil agirligi 14 kDa’dan biiyiik olan
bantlarin tespit edilmedigini gostermistir; bununla birlikte, diisiik molekil agirlikli
peptitlerin tiretildigini gosteren molekiil agirligir 14 kDa’dan kiigiik olan daha yuksek

yogunluklu bantlar gdzlenmistir.

A
Markér LPK 30 60" 120 180 240"

B_
Markér LPK 30 60" 120 180" 240'

Sekil 4.5. Alkalaz (A) ve Flavourzyme (B) enzimleri ile elde edilen protein hidrolizatlarmin SDS-PAGE
profilleri
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Hidrolize edilmemis LPK ve LPK’dan Alkalaz ya da Flavourzyme enzimleri ile
elde edilen protein hidrolizatlarinin SDS-PAGE profilleri Sekil 4.5.’de gosterilmistir.
Alkalaz enzimi kullanildiginda olusan tiim peptitler 24 kDa'dan daha kuguk molekuler
agirhiga sahip oldugu belirlenmistir. Hidrolizin 30. dakikasindan sonra gorinur
molekiil agirligi1 yaklasik 35-37 kDa olan proteinlerin (Tropomyosin ve Troponin-T)
kayboldugu gozlemlenmistir. 240. dakikada olugan peptitlerin yogunlugu hidroliz
derecesi sonuglarina benzer sekilde arttigi gozlenmistir (Sekil 4.5. A ve Sekil 4.2.).
Alkalaz enzim hidrolizinden daha yuksek hidroliz derecesi ve diisiik molekiiler
agirhiga sahip protein hidrolizati gézlemlenmistir. Bu sonug, Alkalaz’daki enzim
kombinasyonunun ekzoproteaz ve endoproteazlari icermesinden kaynaklaniyor
olabilmektedir. Flavourzyme enzimi ile elde edilen protein hidrolizatlarina
bakildiginda ise, yine hidroliz derecesi sonuglarina benzer sekilde 240. dakikaya kadar
etkin bir hidrolizin ger¢eklesmedigi ve protein bantlarinin gériiniirligiinde azalmanin
meydana gelmedigi gozlemlenmistir (Sekil 4.5. B ve Sekil 4.2.). 240. dakikadaki
hidroliz numunesinde bazi bantlarin kayboldugu ve 20 kDa’dan daha kiiciik peptitlerin
yogunlugunun arttigi gozlemlenmistir. Bu durum, Flavourzyme'in proteinlerin

sonundaki kiglk peptitleri parcalayan ekzoproteazlar igermesine baglanabilir.
4.2.5. Limpet Protein Hidrolizatlarimn Molekiiler Kiitle Dagilim
4.2.5.1. Enzimatik Protein Hidrolizatlar

Alkalaz veya Flavourzyme enzimleri ile olusturulan limpet protein
hidrolizatlarmin molekiiler kiitle dagilimi Sekil 4.6.'de gosterilmektedir. Iki drnegin
GP-HPLC profilleri hidroliz edilmemis limpet protein konsantreleri (kontrol) ile
karsilastinlldiginda biiyiik farkliliklar gostermektedir. Her iki enzimle hidroliz
sirasinda, kontrol numunelerine kiyasla hidrolizatlarda daha yiiksek oranda diisiik
molekiiler kiitleli bilesenler bulunmustur. Bu durum, molekiiler kiitle dagilim
profillerinin hidroliz kosullarindan enzime bagli bir sekilde etkilendigi anlamina

gelmektedir.
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Sekil 4.6. Flavourzyme ve Alkalaz enzimleri elde edilen limpet protein hidrolizatlarinin molekiiler kiitle
dagilim profilleri

Limpet protein konsantresi farkli enzim preparatlar ile 240 dakika boyunca
hidrolize edildiginde, Sekil 4.7.'de goriildiigii gibi farkli RP-UPLC profilleri elde
edilmistir. Kromatogramlar boyunca, hidrolizatlarin ¢ok ¢esitli hidrofobikliklere sahip
peptitler icerdigini gosteren farkli peptit pikleri gézlenmistir. Cesitli enzim preparatlari
tarafindan Ttretilen hidrolizat profillerindeki farkliliklar, kullanilan her bir enzim

preparati arasindaki hidrolitik 6zgiilliik farkliliklarini1 gostermektedir.
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Sekil 4.7. Flavourzyme ve Alkalaz enzimleri ile elde edilen limpet proteinlerinin hidrolizatlarinin RP-
HLPC profilleri
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4.2.5.2. In vitro Gastrointestinal Sindirim Hidrolizatlari

In vitro sindirilmis ¢dziiniir protein hidrolizatlarinin ve sindirilmemis protein
konsantresinin molekiiler kiitle dagilimini degerlendirmek i¢in numuneler GP-HPLC
ile analiz edilmistir. GP-HPLC sonuglari, en yliksek hidroliz derecesine karsilik gelen
gastrointestinal sindirimden sonra en yiiksek miktarda diisiik molekiiler kiitleli

proteinli bilesenlerin elde edildigini gostermistir (Sekil 4.8.).

B> 10kDa @5-10kDa @2-5kDa O1-2kDa O<1kDa
100 -
90 ~
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Molekiiler kiitle dagilimi (%)
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Sekil 4.8. Limpet protein konsantresi, gastrik ve gastrointestinal sindirim hidrolizatlarinin molekiiler
kiitle dagilimlar1

Diisiik molekiil kiitleli proteinli bilesenler genellikle gastrointestinal sistemden
daha iyi absorbe edilmektedir (Wang ve Li, 2017). Buradaki GP-HPLC sonuglar1 SDS-
PAGE sonuglar1 ile uyumludur. 2 saatlik gastrik sindirimin ardindan, proteinli
bilesenlerin %45.24'0 molekiil agirhgr 1 kDa’dan daha diisiitk molekil agirliga ve
proteinli bilesenlerin %1.79'u 5 - 10 kDa arasinda molekiil agirliga sahip oldugu
belirlenmigtir. 2 saatlik gastrointestinal sindirimin ardindan, proteinli bilesenlerin
%52.23'tnun molekdler kitlesi 1 kDa’dan daha diisiik oldugu, %26.53'lnin molekdler
kitlesi 1 - 2 kDa arasinda oldugu, %19.08'inin molekdler kutlesi 2 - 5 kDa arasinda
oldugu ve yalnizca %2.01'inin molekiiler kutlesi 5 - 10 kDa arasinda oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.8.). Gastrik ve gastrointestinal sindirimin ardindan, 1 kDa’dan
daha diisiik proteinli bilesenlerin oran1 %45.24'ten %52.23'e yiikselmistir. Bu, gastrik
ve gastrointestinal sindirimden sonra LPK'daki proteinli bilesenlerin pargalandigini ve

daha diisiik molekiiler agirlikli peptitlerin tretildigini gostermistir. Zhang vd. (2019),
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istiridye etinde molekiil agirligi 1 kDa’dan diisiik olan proteinli bilesenlerin oraninin
gastrik sindirimden sonra %27.6 ve gastrointestinal sindirimden sonra %49.7

oldugunu bildirmistir.
4.3. Limpet Protein Hidrolizatlarimin in vitro Biyolojik Aktiviteleri
4.3.1. Enzimatik Protein Hidrolizatlar

Antioksidanlar kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, nérodejeneratif hastaliklar
ve kanser gibi hastaliklarin ilerlemesine yol acabilecek zararli oksidasyon
mekanizmalarimi onlemek ic¢in kullanilmaktadir. Antioksidan hidrolizatlar serbest
radikallerle etkilesime girebilir, radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirabilir veya
hidrojen-elektron bagisi yaparak olusumlarini 6nleyebilmektedir. Bu nedenle, limpet
protein hidrolizatlar1 antioksidan aktivitenin analizi i¢in {i¢ farkli mekanizmaya sahip
farkli in vitro antioksidan deneyler (FRAP, ABTS ve ORAC) kullanilarak test
edilmistir. Sonuclar, Troloks c¢ozeltisinin (mM) konsantrasyonunu, incelenen
maddenin 1 mM'" i¢in bulunan esdeger bir antioksidan kapasite ile karsilastiran
Troloks esdegeri (TE) olarak ifade edilmistir. Troloks, E vitamininin suda ¢dziinen bir
tirevidir ve potansiyel biyoaktif olabilecek bilesiklerinin antioksidan kapasitesini
6lgmek igin kullanilan bir bilesigin TE degeri, her ikisi de ayn1 antioksidan aktiviteye
sahip oldugunda Troloks konsantrasyonu ile bilesigin konsantrasyonu arasindaki
orandir (Apak vd., 2004; Huang vd., 2002). Boylece, sonuglar ne kadar ytiksekse
antioksidan kapasitenin o kadar gii¢lii oldugu anlamina gelmektedir. Alkalaz ile
hidrolize edilen tiim protein hidrolizatlari, Flavourzyme ile tiretilen hidrolizatlara ve
hidroliz edilmemis limpet protein konsantrelerine (kontroller) kiyasla 6nemli 6lgiide
daha yiiksek antioksidan aktivite (FRAP, ABTS ve ORAC) gostermistir (Sekil 4.9.).

Alkalaz enzimi ile Uretilen tim hidrolizatlar, FRAP analizinde Flavourzyme ile
iiretilen esdeger protein hidrolizatlarindan daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermistir. Alkalaz enzimi ile farkl siirelerde (30, 60, 120, 180 ve 240. dakika) elde
edilen hidrolizatlar igin sirasiyla 8.55 +0.37, 9.88 £ 0.49, 10.77 = 1.00, 11.42 + 1.49
ve 13.14 + 0.93 pmol TE g? protein FRAP degerleri kaydedilmistir. Bu degerler,
Flavourzyme ile iiretilen esdeger protein hidrolizatlari i¢in sirasiyla 3.88 + 0.22, 3.97
+ 0.17, 4.38 + 055, 5.15 + 0.31 ve 6.89 + 0.43 pmol TE g protein ile
karsilastirilmistir. Bildigimiz kadariyla, yumusakcalardan Alkalaz veya Flavourzyme
kullanilarak elde edilen hidrolizatlarin sonuglar1 TE ile ifade edilmis FRAP aktiviteleri
hakkinda literatiirde karsilastirma yapabilecegimiz herhangi bir ¢aligma rapor
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edilmemis goriinmektedir.

Kullanilan enzime ve hidroliz siirelerine bagli olarak, limpet protein
hidrolizatlarmin ORAC degerleri 77.41 + 12.62 — 815.26 + 112.56 umol TE g* protein
araliginda oldugu belirlenmistir. Tez ¢alismamizda Alkalaz ve Flavourzyme enzimleri
ile elde edilen hidrolizatlar, hidrolize edilmemis limpet protein konsantrelerinden
(kontroller) daha gu¢li antioksidan 6zelliklere sahiptir. ORAC analizinin bulgularina
gore, limpet protein hidrolizatlarinin antioksidan degerleri, Flavourzyme ile 240
dakika inkiibe edildiginde 77.41 + 12.62 ila 214.65 + 5.23 umol TE g* protein
arasinda, Alkalaz ile 240 dakika inkiibe edildiginde ise 490.73 £ 30.50 ila 815.26 +
112.56 pmol TE g protein arasinda degismistir. Bildigimiz kadarryla, ORAC analizi
kullanilarak limpet protein hidrolizatlariin antioksidan yetenegi daha once higbir
calismada bildirilmemistir. Ancak, Neves vd. (2016a)’in farkli bir yumusakga tiirii ile
yaptiklar1 ¢aligmaya bakildiginda ORAC degerleri 66.26 ila 121.56 umol TE g™
arasinda degisen midye eti hidrolizatlar1 ile karsilagtirildiginda, limpet protein
konsantresinden elde edilen hidrolizatlar 6nemli 6lglide daha yuksek antioksidan
aktivite gostermektedir. Ayrica protein kaynagi olarak yine farkli bir yumusakga tiirii
olan mavi midye (M. edulis)’nin kullanildig1 bir ¢alismada, farkli tipte peptitler
uretmek igin Alkalaz, a-chymotrypsin, Flavourzyme, Neutrase, papain, pepsin,
Protameks ve tripsin dahil olmak iizere sekiz farkli proteaz formu ile hidrolize
edilmistir ve ORAC degerinin (199.62 umol TE mg-1 6rnek) a-kimotripsin ile retilen
hidrolizatta en glgli antioksidan kapasitesiye sahip oldugu bildirilmistir (Oh vd.,
2019). Je vd. (2015)’nin bildirdikleri bir ¢aligmada ise dort farkli proteaz (Alkalaz,
Flavourzyme, Neutrase ve Protameks) kullanilarak deniz yumusakgasi olan deniz
kulag: i¢ organlarindan elde edilen biyoaktif protein hidrolizatlari arasinda en yiiksek
ORAC degeri (415 pmol TE mg?! numune) Alkalaz ile Uretilen hidrolizatta
bulunmustur. Bu sonuglarin tiimii, bu tez ¢alismasinda Alkalaz ile Uretilen limpet
protein hidrolizatlari i¢in elde edilen 815.26 + 112.56 umol TE g protein olan ORAC
degerinden daha diisiiktur.
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Sekil 4.9. Alkalaz ve Flavourzyme ile elde edilen limpet protein hidrolizatlariin antioksidan aktiviteleri

ABTS deneyi, hidrojen baglayict ve zincir kirict antioksidan bilesiklerin
aktivitesini belirlemek i¢in yararli bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda, Alkalaz ve
Flavourzyme enzimleri ile olusturulan limpet protein hidrolizatlar: i¢in sirasiyla
358.11 + 37.09 ve 63.94 + 1.08 uM TE g* protein ABTS™* radikalini indirgeme
degerleri elde edilmistir. Diger antioksidan aktivite deneylerine benzer sekilde,
Alkalaz ile 240 dakika inkiibe edilen hidrolizatlar en yiiksek ABTS™ indirgeme
aktivitesini gosterirken, Flavourzyme ile 30 dakika inkibe edilen hidrolizatlar en
diisiik aktiviteyi gostermistir. Flavuorzyme ile iiretilen hidrolizatlardaki daha diisiik
antioksidan aktiviteler, bu hidrolizatlardaki daha diisiik hidroliz derecesi ile iliskili
olabilmektedir. Protein kaynagi olarak farkli bir yumusakga tiirii olan mavi midye (M.

edulis)’nin kullanildig1 ve Alkalaz, Flavourzmye ve a-chymotrypsin enzimlerinin de
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oldugu sekiz farkli proteazin kullanildigi bir ¢alismada, ABTS" radikal indirgeme
degerinin (117 pmol TE mg™ érnek) a-kimotripsin ile tretilen hidrolizatta en giiclii
antioksidan kapasitesiye sahip oldugu bildirilmistir (Oh vd., 2019). Bir baska
yumusakea organizmasi olan kalamar (Uroteuthis (Photololigo) duvaucelii)’in protein
kaynagi olarak kullanildigi bir c¢alismada, Alkalaz kullanilarak %13.7 hidroliz
derecesine sahip kalamar proteini hidrolizatlari hazirlanmis ve hidrolizatlarin %94
ABTS " inhibisyonuna sahip oldugu bildirilmistir (Parthiban vd., 2017). Dhanabalan
vd. (2017)’nin bildirdikleri ¢alisma da ise karideslerden (Acetes indicus) Alkalaz ile
hazirlanan protein hidrolizati ABTS* radikal indirgeme aktivitesi gostermis ve protein

hidrolizatinin %35 konsantrasyonunda en ylksek 118.25 umol TE degerine ulagmustir.

Bu sonuglar, Alkalaz ile uretilen limpet protein hidrolizatlarinin, Flavourzyme
ile elde edilen hidrolizatlardan daha gucli hidrojen atomu ve elektron transfer
yeteneklerine (ABTS analizi) ve demir iyonu indirgeme gicliine (FRAP analizi) ve
ayrica peroksil radikallerine karsi indirgeme aktivitesine (ORAC analizi) sahip

oldugunu gostermektedir.

Limpet protein hidrolizatlarinin ACE (%) inhibitor aktivitesi Sekil 4.10.'de
gosterilmistir. Hidrolizatlarin ACE yiizde inhibisyon degerleri, 240 dakika boyunca
Flavourzyme ile hidrolize edildiginde %11.03 £ 5.62’ye, 240 dakika boyunca Alkalaz
ile hidrolize edildiginde %41.24 + 14.40°a ulasmustir. TUm limpet protein
hidrolizatlarinin inhibisyon yiizdesi 0.39 + 8.54 ile %41.24 + 14.40 arasinda
degisirken, Alkalaz enzimi ile Uretilen 240. dakikadaki hidrolizat en yiiksek ACE
inhibitor potansiyelini géstermistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan Kaptopril i¢in %
inhibisyon degeri %94.85 + 14.35 oldugu belirlenmistir. Sunulan sonuglar, limpet
protein hidrolizatindan tiretilen Alkalaz (240 dakika) hidrolizatlarinin ACE inhibitor
ozelliklere sahip ortalama bir hidrolizat kaynagi oldugunu gostermektedir. Ayrica
sonuglar, hidroliz derecesinin ve enzim segiminin ACE inhibitor aktivitesi Gzerinde

etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. Alkalaz ve Flavourzyme ile olusturulan limpet protein hidrolizatlarin in vitro anjiyotensin-
I-doniistiiriicli enzim (ACE) inhibisyonu

Dipeptidil peptidaz IV (DPP-1V), tip 2 diyabetin dénlenmesi ve tedavisi icin
onemli bir enzimdir. Inkretin hormonlar1 glukoza bagli insiilinotropik polipeptit (GIP)
ve glukagon benzeri polipeptit-1 (GLP-1) bu enzim tarafindan inaktive edilir ve bu da
kan glukoz seviyelerinin ylkselmesine neden olabilmektedir. DPP-1V inhibitor
deneyi, limpet protein hidrolizatlarinin antidiyabetik bilesenler olarak yeteneklerini
degerlendirmek igin kullanilmistir. Tiim limpet protein hidrolizatlar arasinda, Alkalaz
enzimi ile elde edilen limpet protein hidrolizatlar1 daha yiiksek oranda DPP-IV

inhibisyonu sergilemistir (Sekil 4.11.).

DPP-IV inhibisyonu
= Flavourzyme kontrol
100~ J
mmFlavorzyme
@ Alkalaz kontrol
801 emAlkalaz

60 _}
40
20

04 ! ,I
0 30 60 120 180 240
Inkiibasyon siiresi (dk)

inhibisyon (%)

Sekil 4.11. Alkalaz ve Flavourzyme ile olusturulan limpet protein hidrolizatlarinin in vitro dipeptidil
peptidaz 1V (DPP-1V) inhibisyonu

Hidrolizatlarin DPP-IV inhibisyonu (%) degerleri, 240 dakika boyunca Alkalaz
ile hidrolize edildiginde %38.52 + 5.83 — 54.19 = 12.74 ve 240 dakika boyunca
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Flavourzyme ile hidrolize edildiginde %0.44 + 530 — 19.95 + 7.55 arasinda
degismektedir (Sekil 4.11.). Alkalaz enzimi ile elde edilen limpet protein hidrolizatlar
(240. dakika) %54.19 + 12.74 inhibisyon degeriyle en yiiksek ortalama DPP-1V
inhibitor aktivitesine sahiptir. Ancak bu aktivite Diprotin A icin elde edilenden
(%64.38 + 9.28) daha diisiiktiir. Ayrica, Flavourzyme ile olusturulan tim hidrolizatlar
60, 120 ve 180. dakikalarda sirasiyla 0.44 + 5.30, 7.58 + 6.23 ve 7.72 + 7.52 ile en
diisiik inhibisyon (%) degerlerine sahiptir. Alkalaz ile 30, 60, 120 veya 180 dakika
hidrolizden sonra olusan hidrolizatlar arasinda DPP-1V inhibitdr aktivitesi a¢isindan
onemli bir fark bulunmamistir. DPP-1V inhibitér aktivitesinin blylk o6lglde
hidrofobik peptitlere bagli oldugu bildirilmistir (Nongonierma ve FitzGerald, 2017a).
Dogrudan enzimatik hidroliz ile elde edilen limpet protein hidrolizatlarinin biyoaktif

ozellikleri bugiine kadar literatiirde rapor edilmemis goriinmektedir.

4.3.2. In vitro Gastrointestinal Sindirim Hidrolizatlar

Antioksidanlar hem saglhigin korunmasi hem de gidalarin muhafazasi igin
gereklidir. Sentetik antioksidanlar gida ve ilag sektorlerinde siklikla kullanilmaktadir,
ancak giivenli ve etkili dogal antioksidanlarin belirlenmesine yonelik artan bir ilgi
vardir. Bu nedenle tez ¢alismamizda, LPK ve ilgili sindirimlerinin in vitro antioksidan
Ozellikleri ORAC, ABTS ve FRAP analizleri kullanilarak degerlendirilmistir.
Sonuglar, Troloks ¢ozeltisinin (mM) konsantrasyonunu, incelenen maddenin 1 mM"
icin bulunan esdeger bir antioksidan kapasite ile karsilastiran Troloks esdegeri (TE)
olarak ifade edilmistir. Sekil 4.12.'da gosterildigi gibi, analiz edilen tiim in vitro LPK
sindirimleri  sindirilmemis LPK'dan daha ylksek aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. LPK-G drneklerinin ORAC, ABTS ve FRAP antioksidan aktivitesi
sirastyla 475.70 + 62.75, 87.55 + 1.64 ve 35.54 + 0.66 pmol TE g? olarak
belirlenmistir. ORAC ve FRAP aktiviteleri (410.57 + 32.19 ve 29.14 + 0.74 umol TE
gl icin, pankreatin ile sindirimden sonra antioksidan aktivitede bir azalma olmustur,
bu da molekiiler kiitle dagilimi ve hidroliz derecesindeki degisime baglanabilir.
Bununla birlikte, ABTS (100.49 + 2.10 umol TE g?) aktivitesi gastrointestinal
asamasindan sonra hafifce artmustir. Ug test farkli oksidasyon mekanizmalarina sahip
oldugundan, LPK sindirimlerindeki antioksidan yetenegin testler arasinda farklilik
gostermesi anlagilabilir bir durumdur. Ayrica, peptitlerin AA bilesimi, molekiiler
kiitlesi, yapist ve hidrofobikliginin antioksidatif etkileriyle iligkili oldugu

diistiniilmektedir. Bildigimiz kadariyla, limpet protein konsantresi ve onun in vitro
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sindirimlerinin antioksidan kapasitesi hakkinda daha once higbir calisma rapor
edilmemistir. Ancak, Zhang vd. (2019) benzer sekilde istiridye etinin ORAC degerinin
gastrik sindirimden sonra onemli 6l¢iide arttigini ve gastrointestinal sindiriminden
sonra azaldigin1 ve gastrointestinal basamagin genel olarak istiridye etinin ORAC
degerini %10.5 oraninda artirdigini bildirmistir. Corolase PP (domuz pankreatik enzim
preparatt) enzimi kullanilarak elde edilen midye eti hidrolizatlar1 ile
karsilastirildiginda, ORAC degerleri 79.96 ila 91.71 umol TE g arasinda degistigi
bildirilmistir (Neves vd., 2016a). Bir baska calismada ise, sekiz farkli proteaz ile
enzimatik hidroliz yoluyla hazirlanan hidrolizatlar arasinda, mavi midye-kimotripsin
hidrolizatinin diger hidrolizatlara kiyasla ABTS™ radikal giderme (117 + 3.5 uyM TE
mg™! numune) ve ORAC testinde (199.62 + 1.42 uM TE mg? numune) en yiiksek
antioksidan aktiviteyi gosterdigi bildirilmistir (Oh vd., 2019).

ABTS

ABTS (umol TE @)

LPK LPK-G LPK-GI LPK-GI

ACE inhibisyonu

FRAP (umol TE g')
ACE Inhibisyonu (%)

LPK LPK-G LPK-GI LPK LPK-G LPK-GI

Sekil 4.12. In vitro gastrointestinal sindirim hidrolizatlarmin (A) ORAC deneyi, (B) ABTS radikal
indirgeme deneyi, (C) FRAP ve (D) ACE inhibisyonu kullanilarak biyolojik aktiviteleri

ACE, damar daraltan (vazokonstriktor) anjiyotensin Il treterek ve bradikinin’i
(vazodilator — damar genisletici) inaktive ederek kan basincini yiikseltebilen gok
islevli bir metalloenzimdir. Bu nedenle, ACE inhibisyonu hipertansiyon tedavisi i¢in
kritik bir hedef olarak tanimlanmistir (Norris vd., 2012). Gastrik agamada pepsin
kullanilarak olusturulan LPK-G 6rnekleri, %56.36 + 9.13 ACE inhibisyon degeri ile
(0.2 mg ml* son konsantrasyonunda) orta diizeyde aktivite sergilemistir (Sekil 4.12.).
Bu aktivite, pankreatin ile hidrolizi takiben %68.50 £+ 5.20'ye 6nemli 6lgilide artmustir.

LPK ve sindirimlerinin ACE inhibitor 6zelliklerini belirleyen daha 6nce higbir ¢calisma
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yapilmamustir. Pozitif kontrol olarak kullanilan sentetik ACE inhibitorii ilag kaptopril
(30 nM) icin %94.85'lik bir inhibisyon degeri elde edilmistir. Naik vd. (2020)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 12 aylik bir siire boyunca Irlanda'min farkl
yerlerinden toplanan midyelerden elde edilen midye yan {iriinii hidrolizatlarinin
biyolojik aktiviteleri degerlendirilmistir. Ornekler 1 mg ml* konsantrasyonda test
edildiginde, ACE inhibitor aktivitesinin %22 - 86 arasinda degistigini bildirmislerdir.
Literattrdeki onceki arastirmalar diisiik molekiil agirlikli peptitlerin yiksek molekl
agirlikli peptitlerden daha aktif oldugunu, ¢iinkii ACE aktif bolgesine daha kolay
erisebildiklerini ve katalitik aktivitesini inhibe ettiklerini bildirmislerdir (Iwaniak vd.,
2014). Tez galismamizda, ACE inhibisyonuna katkida bulunmus olabilecek 2 kDa’dan
daha kiciik peptitler, LPK-G ve LPK-Gi'den sonra sirastyla %71.47 ve %78.74 olarak
bulunmustur. F. Yu vd. (2018), istiridyenin (Cyclina sinensis) tripsin
hidrolizatlarindan elde edilen ve ultrafiltrasyon ile ayrilan 3 kDa’dan kii¢iikk molekiil
agirlikl fraksiyonunun %54.55'lik inhibitor aktivite ile en gucli ACE inhibisyon
aktivitesini gosterdigini bildirmistir.
4.4. LC-MS/MS ile Peptit Dizilimlerinin Belirlenmesi

INFOGEST yontemi kullanilarak in vitro gastrointestinal sindiriminin ardindan
elde edilen hidrolizatlardan tanimlanan peptitler Tablo 4.4. ve Tablo 4.5.'te
gosterilmistir. Uniprot veri tabani arama yaklasimi kullanilarak her iki hidrolizatta
toplam 51 peptit tanimlanmistir; bunlardan sirastyla 31 ve 13 peptit LPK-G ve LPK-
Gl'de benzersizken, 7 peptit her iki hidrolizatta bulunmustur (Sekil 4.13. ve Tablo
4.4).

LPK-G'de tanimlanan peptit sayis1 LPK-GI'dekinden daha yiksek olarak
belirlenmistir. Bunun nedeni, peptitlerin tekli AA'ya daha fazla bozunmasi veya
veritabani aramasinin 5 AA’dan daha biiytik peptitlerle sinirlandirilmasi olabilir. Sekil
4.13., in vitro-simule gastrik (LPK-G) ve gastrointestinal (LPK-GI) sindirime maruz
birakilan bir LPK'den elde edilen peptitlerin yan1 sira in siliko analizle iliskili kiitle
spektrometresi sonuglarinin gorsellestirilmesi ve karsilastirilmasi gibi ¢esitli yorumlari
gostermektedir. Her bir dikey ¢ubugun yiiksekligi bu pozisyondaki drtiisen peptitlerin
sayistyla orantilidir, yesil rengin koyulugu ise ortlisen peptitlerin yogunluklarinin
toplamiyla orantilidir. Kesikli gizgiler o pozisyonda higbir peptitin tespit edilemedigini
gostermektedir.
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Tablo 4.4. In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirimden elde edilen hidrolizatlarin s1vi kromatografi
kitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile Uniprot veri tabani kullanilarak peptitlerin

tanimlanmasi
Protein
Peptit Erisim Baslama Son LPK-G LPK-Gi
Numarasi
AEKNLTTV V4AF36 84 91 X 0
AGDDAPRAV V4BIV6 23 31 X 0
AGDDAPRAVF V4BIV6 23 32 0 X
AGFAGDDAPRAV V4BIV6 20 31 X 0
AGPRGLTGNVGER J7QJU2 621 633 X 0
AQLQASNDDLK V4BXES5 255 265 X 0
ASLSTFQQM V4BIV6 348 356 X 0
CMIVDEST V3ZT45 13 20 0 X
DLAGRDLTDYL V4BIV6 180 190 0 X
DSGDGVTHTVPIYE V4BIV6 155 168 0 X
DSGDGVTHTVPIYEG V4BIV6 155 169 X X
EKSYELPDGQVIT V4BIV6 238 250 X X
FETFNAPAM V4BIV6 125 133 X 0
FOQLTHSLGGGTGSGMGT V4BIV6 133 149 X 0
FOQLTHSLGGGTGSGMGTL V3ZEI5 133 150 0 X
GIIPGIKVDKGVVPL V4A4F2 102 116 X 0
GYALPHAIL V4BIV6 169 177 0 X
IVLDSGDGVTHTVPI V4BIV6 152 166 X 0
IVLDSGDGVTHTVPIYEG V4BIV6 152 169 X X
IVNIAHEGAEQ V4BXES5 129 139 X 0
IVNIAHEGAEQS V4BXES5 129 140 X 0
KIKITAPPE V4BIV6 327 335 X 0
LGMESAGIHE V4BIV6 268 277 0 X
LGMESAGIHET V4BIV6 268 279 X 0
LGMESAGIHETTY V4BIV6 268 280 0 X
LGMESAGIHETTYN V4BIV6 268 281 X 0
LGMESAGIHETTYNS V4BIV6 268 282 0 X
LRVAPEEHPV V4BIV6 95 104 X 0
LRVAPEEHPVL V4BIV6 95 105 X X
LTEAPLNPKAN V4BIV6 106 116 X 0
LTEAPLNPKANR V4BIV6 106 117 X 0
MGQKDSYVGDEAQSK V4BIV6 48 62 X 0
MKILTERJILER V4BIV6 191 200 X X
PSIVGRPR V4BIV6 33 40 X 0
RLDLAGRDLT V4BIV6 178 187 X 0
RLDLAGRDLTD V4BIV6 178 188 X X
RLEEQGGATSAQ V4BXE5 98 109 X 0
RVAPEEHPV V4BIV6 96 104 X 0
RVAPEEHPVL V4BIV6 96 105 0 X
SGGTTMFPGIA V4BIV6 301 311 X 0
SGGTTMFPGIADRM V4BIV6 301 314 X X
SSINDTLANKYV VAAF36 36 46 X 0
SSINDTLANKVRQ VAAF36 36 48 X 0
VGMGQKDSYVGDEAQSK V4BIV6 46 62 X 0
VGPAGARGPAGDDGSNGPMMGPR J7QJU2 1044 1065 X 0
WISKQEYDESGPSIV V4BIV6 357 371 X 0
WISKQEYDESGPSIVH V4BIV6 357 372 X 0
YALFAIL V4BIV6 170 177 X 0
YELPDGQVIT V4BIV6 241 250 0 X
YELPDGQVITIGNE V4BIV6 241 254 0 X
YYNEATGGKYVPRAVL V3ZEI5 50 65 0 X

* Protein erigim numarasi, Uniprot veri tabanindaki proteini ifade etmektedir. X ve 0, sirasiyla test
ornegindeki varligi ve yoklugu ifade etmektedir
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Analiz sonucu, dev baykus limpet turii olan L. gigantea'dan alinan karakterize
edilmemis bir proteinin (V4BIV6) LPK-G ve LPK-GI hidrolizatlarinda sirastyla %51
ve %32 ile en yliksek protein kapsamina sahip oldugunu gostermistir (Sekil 4.13.).

VA4BIV6* Lottia gigantea (Dev baykus limpeti)

PR
5 ‘LQQ/ (IJQ)Q/ ‘b<§/ \,]’Q/
Peptitler 1| 3 Yogunluk .

/ \ \ 50 100 150 200 250 300 350
[ \ NL 1 1 1 1 I I 1_IC

[ ‘ ‘ LPK-G
81 ‘ 7 43

\ : LPK-Gl I

- Z y *V4BIVG, tatli su salyangozu (Biomphalaria glabrata) ve yesil deniz
= i salyangozu (Elysia chlorotica) sitoplazmik aktin ile %100 homolojiye
) sahip, karakterize edilmemis bir proteindir.

Sekil 4.13. In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirimden elde edilen hidrolizatlarda tanimlanan
peptitlerin Uniprot veri tabani yaklagimi kullanilarak Venn diyagrami (A) ve dev baykus
limpetinden elde edilen aktinin peptit kapsamini temsil eden peptigram (B)

Bu karakterize edilmemis protein, tatli su salyangozu (Biomphalaria glabrata)
ve deniz salyangozu (Elysia chlorotica) gibi diger organizmalardan elde edilen aktin
ile %100 homolojiye sahiptir. Bulunan diger proteinler (karakterize edilmemis ancak
benzer tirlerle %100 homolojiye sahip) L. gigantea'dan paramyosin (V4AF36) ve
myosin (V4BXES5) ve LPK-G durumunda P. vulgata'dan nacrein benzeri 2 proteinidir
(%3 kapsama alani).

Tablo 4.5., de novo yaklasimi kullanilarak segilen proteinler i¢inde tanimlanan
peptitleri listelemektedir. Her iki 6rnekte de LPK-G icin 7 ve LPK-GI igin 6 olmak
tizere toplam 13 peptit tanimlanmis ve ortak peptit gozlenmemistir. Genel olarak,
sonuglar gastrik sindirimin daha fazla sayida peptit trettigini, gastrointestinal
sindirimin ise muhtemelen 5’den diisik AA'lh dizilere peptit bozunmasi nedeniyle
daha diistik peptit tanimlamasiyla sonuglandigini gostermektedir. Daha 6nce
gbzlemlendigi gibi, LPK-GI'nin hidroliz derecesi LPK-G'den 6nemli élciide daha

yiiksekti, bu da daha fazla peptit bozunmasina isaret etmektedir.
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Tablo 4.5. In vitro gastrik ve gastrointestinal sindirimden elde edilen hidrolizatlarin s1vi kromatografi
kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile de novo yaklagim kullanilarak peptitlerin tanimlanmasi

Peptit A(IE/S* Uzunluk m/z z Yerel gtiven (%) Prgtleli:aer;i:lim Hidrolizat
AILR 90 4 236.6784 2 939292 84 V4BIV6 LPK-GI
ALGGF 94 5 464.2506 1 96 96 94 92 95 V3ZT45 LPK-GI
AVATQ 97 5 489.2695 1 959598 99 99 V4AF36 LPK-G
AVLSL 94 5 502.3222 1 89 88 98 98 98 V4BIV6 LPK-GI
IANL 90 4 430.2714 1 9996 88 78 V4AF36 LPK-G
IGAP 91 4 357.217 1 98839491 J7QJU2 LPK-G
1EI 98 4 487.3203 1 98 97 98 99 V4BXES5 LPK-G
IQEL/LKEL 92 4 502.2908 1 93889394 V3ZEI5/ V3ZT45 LPK-GI
LVII 97 4 457.3428 1 98 94 98 98 V3ZT45 LPK-GI
VILF 96 4 491.3318 1 96 97 98 95 VA4AF4F2 LPK-G
YALPH 96 5 300.6656 2 989899 96 91 V4BIV6 LPK-G
YALFHAIL 91 8 449.2695 2 68809996 9597 99 99 V4BIV6 LPK-GI
YANT 92 4 468.2139 1 9290 89 96 V4BIV6 LPK-G

“ALC: peptit dizisinde tahmin edilen amino asitleri i¢in sonucun ne kadar giivenilir oldugunu gosteren
ortalama yerel giiven puanlarini temsil etmektedir

Midye, istiridye ve deniz taragi gibi benzer deniz yumusakcalarindan elde edilen
protein hidrolizatlarindan yeni antioksidan ve ACE inhibitor peptitler tanimlanmistir
(K. Asha vd., 2016; Jung vd., 2007; Qian vd., 2008; Sasaki vd., 2019; Umayaparvathi
vd., 2014; Wang vd., 2008; Wu vd., 2016; Yang vd., 2019). Tez ¢alismamizda de novo
analiz yoluyla tanimlanan peptitlerin ¢ogunlugu, dizilerinin farkli pozisyonlarinda
hidrofobik AA reziduleri tespit edilmistir. Bu tiir AA'larin varligi, peptitlerin
antioksidan aktivitesi ve ACE inhibitor potansiyeli ile iligkilendirilmektedir (Harnedy
ve FitzGerald, 2012). Burada tanimlanan peptitlerde, YANT hari¢, antioksidan
potansiyele katkida bulundugu yaygin olarak kabul edilen Leu, Val ve Ile gibi en az
bir hidrofobik ve dalli zincirli AA'nin varlii, antioksidan aktivitelerine katkida
bulunmus olabilir. Ayrica, biyoaktif peptitlerin C-terminalinde Pro, Phe, Trp veya Tyr
ve N-terminal pozisyonunda Val, Leu veya Ile gibi aromatik ve hidrofobik AA'larin
varligi ACE inhibitor aktivitesi ile iliskilendirilmistir (Harnedy ve FitzGerald, 2013a).
Genel olarak, tanimlanan peptitlerin biyolojik aktivitesi, belirli AA'larin varligina ve
bunlarm peptit dizisindeki spesifik konumlarina baglanabilir. Calismamizda, LPK-G
ve LPK-Gi'den tanimlanan bazi peptitler N-terminalinde hidrofobik AA'lar (lle, Leu
ve Val) ve C-terminalinde aromatik bir AA (Phe) iceriyordu ve bunlar ACE inhibitor
aktivitesine katkida bulunmus olabilir. Ayrica, tez ¢alismamizda belirlenen AVLSL
peptiti dort hidrofobik rezidi (A, V ve L) ve bir hidrofilik rezidi (S) icermektedir ve
AVL peptiti daha dnce Matsui vd. (2002) tarafindan ACE inhibitorii olarak rapor
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edilmistir. YALPHAIL peptiti alt1 hidrofobik AA rezidusu ve bir hidrofilik rezidiiden
(H) ve bir aromatik rezididen (Y) olusmaktadir ve Wako vd. (1996) tarafindan ACE
inhibitord olarak rapor edilen YALPHA peptitini igermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu tez calismasinda izoelektrik noktada ¢oktiirme yaklasimi
kullanilarak limpet protein konsantresi elde edilmis ve in vitro gastrointestinal
sindirimin (INFOGEST) fizikokimyasal ve in vitro biyoaktif dzellikleri Gzerindeki
etkisi degerlendirilmistir. Bildigimiz kadariyla, P. vulgata etinden protein izolasyonu
konusunda daha 6nce herhangi bir rapora rastlanmamistir. LPK yiiksek oranda EAA
(%41.07) icerdigi ve iyi bir besinsel kaliteye sahip oldugu belirlenmistir. LPK-G ve
LPK-GI baslangi¢ materyali olan LPK ya gore gelismis ORAC, FRAP, ABTS ve ACE
inhibitor aktiviteleri gostermistir. Daha 6nce higbir ¢alismada limpet etinden in vitro
gastrointestinal sindirim ile elde edilen ile bu biyolojik aktiviteler rapor edilmemistir.
LC-MS/MS, LPK-G ve LPC-GI hidrolizatlarindaki proteinlerden tiiretilmis peptitlerin
tanimlanmasina olanak saglamistir. De novo peptit tanimlama yaklasimi kullanilarak
LPK-G igin 7 ve LPK-GI i¢in 6 olmak iizere toplam 13 peptit tanimlanmustir.
Tanimlanan peptitler gogunlukla hidrofobik, dall1 zincirli ve aromatik AA reziduleri
icermektedir ve bu 0&zellikler ACE inhibisyonu ve antioksidan aktivitelerle
iliskilendirilmistir. LPK, bir dizi sifrelenmis biyoaktif peptit dizisi i¢eren, insan
tiiketimi i¢in umut verici bir yiiksek kaliteli deniz proteini kaynagi olma potansiyeline
sahiptir. Dolayisiyla, elde edilen LPK, LPK-G ve LPK-GI gibi dogal iiriinler gida veya
nutrasotik formiilasyonlarda kullanilma potansiyeline sahiptir. Antioksidan ve ACE
inhibisyon aktiviteleri hakkinda daha detayli in vivo c¢aligmalar yapilmasi
gerekmektedir.

Ayrica, bu tez ¢alismasinda, gida sinifi proteolitik enzimler olan Alkalaz ve
Flavourzyme kullanilarak enzimatik hidroliz yoluyla {iretilen limpet protein
hidrolizatlarinin ACE ve DPP-IV inhibitor aktivitesi ve antioksidan aktivite gibi genis
bir biyolojik aktivite yelpazesine sahip oldugunu ilk kez géstermektedir. Tim hidroliz
stireci boyunca, Alkalaz ile iiretilen hidrolizatlarin antioksidan aktiviteleri, artan
inkiibasyon siiresiyle birlikte kademeli olarak artmistir. Alkalaz ile Uretilen protein
hidrolizatlari, Flavourzyme ile iiretilen protein hidrolizatlarina kiyasla daha yiiksek
hidroliz derecesi ve daha yiksek ORAC, FRAP, ABTS ve DPP-IV ve ACE inhibitor
aktiviteleri gostermistir. Bu ¢alismanin sonuglari, limpet etinden enzimatik hidroliz
yoluyla Tip-2 diyabet ve hipertansiyon hastaliklariyla ile ilgili ACE ve DPP-1V
inhibitdrlerinin yani sira sadece farmakoloji i¢in degil ayn1 zamanda gida endiistrileri

icin de yiiksek potansiyele sahip dogal antioksidanlar iiretmenin miimkiin oldugunu
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gostermektedir. Bununla birlikte, safligi arttirmak ve gozlemlenen biyolojik
aktivitelerden sorumlu biyoaktif peptitleri tanimlamak i¢in daha fazla arastirma

yapilmasi gerekmektedir.

Son olarak, lilkemizde bulunan limpet tiirlerinin de gelecekteki caligmalara dahil
edilerek, elde edilecek biyoaktif peptit bilesenlerinin hem in vitro hicre Kkultiri
deneylerinde hem de in vivo hayvan deneylerinde analiz edilmesi ve sonuglarin
sagladig1 faydalarin pazarlama ve ekonomik calismalarla ilgili bilgilendirme igin

degerlendirilmesi gerekmektedir.
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