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sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda bilimsel
etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda

her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.
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OZET

INSAN GASTROINTESTINAL KOSULLARININ YESIL MERCIMEK
PROTEINLERININ /N VITRO PROTEIN SINDIiRiLEBILIiRLiGI
UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

HASSAS, Esra

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Sibel Karakaya

XCIX 2022, 99 Sayfa

Bu tez ¢alismasinda diinya capinda tiiketilen, protein, lif, karbonhidratlar,
mineraller ve vitaminler acisindan zengin siirdiiriilebilir bir kurubaklagil olan
mercimek (Lens culinaris) tizerinde calisilmistir. Mercimekte bulunan tripsin
inhibitorleri, kondanse tanenler ve polifenollerin protein sindirilirligini etkiledigi
bilinmektedir. Ayrica mercimege uygulanan gida isleme yontemlerinin de protein
sindirilirligi {izerine etkisi vardir. Ozet olarak, gida matrisi ve pisirme islemi (1s1l
islem) etkisi ii¢ farkli in vitro gastrointestinal (GI) senaryo (bebek, tokluk ve aclik)
ile degerlendirilmistir. Sindirim kosullari mercimekten izole edilen protein
izolatina uygulanmis ve OPA analizi sonuglar1 gida formunda tiiketilen ayni
sindirim kosullari ile sindirilmis mercimek ve mercimek unu i¢in elde edilen protein
sindirilirligi ile kiyaslanarak gida matrisinin etkisi ortaya konmustur. Tiim sindirim
protokollerinde mercimek proteini izolatinda diger 6rneklere kiyasla mide ve mide-

ince bagirsaktaki protein hidrolizi sonuglari yiiksek ¢ikmistir. Isil islemin



mercimekteki protein hidrolizi/sindirimi {lizerine etkisini belirlemek i¢in pigmis
mercimek ile protein izolat1 ve un halinde sindirime ugratilmis gida i¢in elde edilen
sonuglar karsilastirilmistir. Pismis mercimekte ve mercimek proteini izolatinda un
ornegine gore proteolizin etkinliginin daha fazla oldugu belirlenmistir. Isil islemin
ve izolat elde etme yonteminin proteolize olumlu katkisi olmustur. Proteinlerin
sindirilirligi ve agiga ¢ikan peptitler SDS-Page, LC-Q-TOF/MS ile karakterize
edilmistir. Sindirim sonucunda agiga ¢ikan peptitler incelendiginde, 1s1l islemin ve
izolat elde etme yOnteminin uygulanmasi neticesinde pigsmis mercimek ve izolat
orneklerinde daha fazla ve daha kii¢clik molekiil agirligina sahip peptitlerin serbest
hale gectigi bulunmustur. Bebek sindirimindeki diisiik enzim aktivitesi proteolizi
olumsuz etkilemistir. Dolayisiyla agiga ¢ikan peptitler daha yiiksek molekiiler
agirlikli olmustur. Ayrica OPA analizi sonuglarina gore, bebek sindiriminde ve
aclik durumunda proteinlerin yavas sindirildigi ve dolayisiyla midede kalma
stirelerinin tokluk sindirim protokoliine gore daha uzun oldugu degerlendirilmistir
ve bu durum bu proteinlerin olasi alerjen etkileri olabilecegi seklinde

yorumlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Protein profili, yetiskinlerde aclik ve tokluk durumunda

in vitro sindirim, bebek kosullarinda in vitro sindirim, protein hidrolizi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF HUMAN GASTROINTESTINAL
CONDITIONS ON THE IN VITRO PROTEIN DIGESTIBILITY OF
LENTIL PROTEINS

HASSAS, Esra

MSc in Food Eng.
Supervisor: Prof. Dr. Sibel KARAKAYA
XCIX 2022, 99 Pages

In this thesis, lentil (Lens culinaris), a sustainable legume that is consumed
worldwide and rich in protein, fiber, carbohydrates, minerals, and vitamins, was
studied. Trypsin inhibitors, condensed tannins, and polyphenols in lentils are known
to affect protein digestibility. In addition, the food processing methods applied to
lentils have an effect on protein digestibility. In summary, in the thesis, the effect
of the food matrix and cooking process (heat treatment) was evaluated together with
three different in vitro Gl scenarios (infant, late, and early phase adult). Digestive
conditions were applied to the protein isolate obtained from lentils and the results
of OPA analysis were compared with the digestibility of protein in lentils and lentil
flour and the positive effect on food matrix was revealed. In all digestion protocols,
protein hydrolysis in both in vitro gastric and intestinal digestion, were higher in
lentil protein isolate compared to other samples. To determine the effect of heat
treatment on protein hydrolysis/digestion in lentils, the results obtained for protein
isolate, lentil flour, and cooked lentil were compared. It was evaluated that the
efficiency of proteolysis was higher in cooked lentils and lentil protein isolate
compared to the flour sample. Results showed that the heat treatment and the
isolation conditions were contributed positively to the proteolysis. The digestibility

of the proteins and the resulting peptides were characterized by SDS-Page and



Xi

LC/Q-TOF/MS. Peptides released as a result of digestion were found more and
having small molecular weights in cooked lentil and protein isolate samples as a
result of the application of heat treatment and isolate obtaining method. Low
enzyme activity in infant digestion negatively affected proteolysis. Therefore, the
released peptides were classified as having a higher molecular weight. Furthermore,
it was evaluated that the duration of stay in the stomach in infant digestion and in
the late phase of adult digestion was shorter than the postprandial digestion

protocol. It has been interpreted that it is in parallel with the allergenicity.

Keywords: Protein profile, in vitro digestion in late and early phase of adults,
in vitro digestion in infant conditions, protein hydrolysis
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ONSOZ

Bu tez calismasinda mercimek proteini ilizerine gida matrisi ve pisirme
isleminin (1s1l islem) etkisi ii¢ farkli in vitro gastrointestinal (GI) senaryo (bebek,
tokluk ve aclik) ile degerlendirilmistir. Sindirim kosullart mercimekten izole edilen
protein izolatina uygulanmis ve elde edilen sonuglar gida formunda tiiketilen
mercimek ve mercimek unu igin elde edilen protein hidrolizi/sindirilirligi ile
kiyaslanarak gida matrisinin etkisi ortaya konmustur. Isil islemin mercimekteki
protein hidrolizi/sindirilirligi tizerine etkisini belirlemek i¢in mercimek protein
izolat1 ve un halinde in vitro sindirime ugratilmis gida i¢in elde edilen sonuglarla
karsilastirilmis ve 1s1] islemin ii¢ farkli GI kosulundaki etkisi ortaya konmustur.
Proteinlerin sindirilirligi ve agiga ¢ikan peptitler SDS-Page, LC/Q-TOF/MS ile
karakterize edilmistir. Ayrica mide sindirimi sirasinda farkl siirelerde 6rnek alinip
mercimek proteinlerinin hidroliz hiz1t OPA analizi ile belirlenmistir ve dolayisiyla

midede kalma siireleri hakkinda bir fikir elde edilmistir.

Tez calismamin planlanmasinda ve yliriitiilmesinde destegini esirgemeyen
sayin hocam Prof. Dr. Sibel KARAKAYA’ya, tez calismamda FGA-2021-22680
proje numarasi ile malzeme destegi saglayan Ege Universitesi Bilimsel Arastirma
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1. GiRis

Gelismekte olan iilkelerde niifus ve orta sinifin artisi nedeniyle hayvansal
proteinlere olan talebin 6niimiizdeki 50 yil igerisinde mevcut tiikketiminin yaklasik
iki katina ¢ikmasi beklenmektedir. Bundan dolayi, bitki proteinlerinin gidalardaki
hayvansal proteinlerin kismi ikamesi olarak kullanilmasina yonelik artan bir ilgi
vardir. Bitkisel proteinlerin hayvansal proteinlere kiyasla bir veya daha fazla
zorunlu aminoasitler bakimimdan eksik olmasi, daha diisiik protein sindirilirligi,
bliyiik molekiiler agirliklari, boyutlar1 ve zayif c¢oziiniirliikleri, fiziksel
islevselliklerini en iist diizeye ¢ikarmadaki zorluklari, protein fraksiyonlarinin
izolasyonu ve geri kazanimu ile iliskili ekonomik maliyetleri nedenleri ile insan

gidasi olarak kullanimi sinirli kalmistir (Ainis et al, 2018; Roux et al., 2020).

Diinyada insan  beslenmesinde  bitkisel proteinlerin =~ %22’sinin,
karbonhidratlarin %7’sinin, hayvan beslenmesinde proteinlerin %38’inin ve
karbonhidratlarin %5’inin yemeklik baklagillerden saglandigi belirtilmektedir.
Ayrica, %18-32 oraninda protein iceren yemeklik tane baklagiller, gelismekte olan
iilkelerin beslenme sorununun ¢oziimiinde ve beslenmedeki protein aciginin
giderilmesinde siklikla giindeme gelmektedir. Gelismekte olan birgok iilkede
baklagiller iyi birer protein, karbonhidrat, diyet lifi, vitamin, mineral ve yag asidi
kaynag: olarak diyetlerde yer almaktadir. Ayrica gelismislik diizeyi diisiik olan
tilkelerde hem bebek ve ¢cocuklarin hem de yetiskinlerin beslenmesinde siklikla yer

almaktadir (Kiin vd., 2004; Adak vd., 2009).

Biinyelerinde bulundurduklart saghiga faydali olan fitokimyasallarin
arastirildigl birgok arastirma bulunmaktadir. Diyet lifleri, polifenoller ve diger
fitokimyasallar tohumda ve tohum kabugunda bulunmaktadir. Ek olarak,
baklagiller fonksiyonel gida iiretiminde kullanilabilecek ¢ok iyi birer ham
maddedir. Yiiksek besleyici kalite, iyi tekno-fonksiyonel ozellikler ve kabul
edilebilir maliyet nedeniyle baklagil proteinleri hayvansal kaynakli proteinlere
potansiyel bir alternatif olusturmaktadir. Siirdiiriilebilirlik ve saglik nedenleriyle
hayvansal protein kaynaklarina alternatif olarak tiikketimini tesvik etmek i¢in

baklagillerin sindirilirligini kesfetmeye artan bir ilgi vardir. Bununla birlikte,



gastro-intestinal sindirim sirasinda bitkisel protein izolatlarinin davranig1 ve ayrica
direngli peptitlerin peptidomik karakterizasyonu hakkindaki bilgiler hala sinirhidir
(Akibode and Maredia, 2012; Alves and Tavares, 2019).

2. GENEL BILGILER
2.1. Bitkisel Proteinler ve Baklagiller

Su anda diinya niifusu hizla artmakta ve bununla birlikte agirlikli olarak
hayvansal kaynakli diyet proteinine olan talebin, 2000 yilina kiyasla 2030 yilina
kadar %50'den fazla artmasi beklenmektedir. Geleneksel bat1 diyeti modeli, protein
gereksinimlerini karsilamak i¢in agirlikli olarak hayvansal {irinlere odaklanmistir.
Bu diyet, dogal kaynaklarin tiikenmesine sebebiyet veren yogun hayvanciliga
dayandig1 i¢in g¢evreye zarar vermektedir. Saglik agisindan bakildiginda ise,
ozellikle kirmiz1 ve islenmis et tiiketiminin yiiksek olmasi, daha yiiksek koroner
kalp hastaligi, tip 2 diyabet (T2D) ve bazi kanser tiirleri ile de iliskili bulunmustur.
Hem cevresel hem de saglik nedenleriyle daha bitki temelli bir diyete gegisin acil

ihtiyacin1 vurgulayan bir dizi ¢alisma bulunmaktadir (Pihlanto et al., 2017).

Bitkisel proteinler diinyanin bir¢ok yerinde et yerine kullanilmakta ya da
protein bakimindan yetersiz beslenmenin azaltilmasi i¢in uzun zamandir temel ve
ucuz protein kayna@i olarak Onerilmekte ve kullanilmaktadir. Giliniimiizde
siirdiiriilebilir bir bitki proteini arzina ve insan beslenmesindeki baslica bitkisel
protein kaynagi olan baklagillere yonelik artan bir talep vardir. Baklagiller,
nutrasotikler ve fonksiyonel gida bilesenleri iiretimi ic¢in iyi bir hammadde
kaynagidir. Baklagillerin hem besleyici hem de nutrasotik gida temelli {irtinler
iretmek icin islenmesi, saglik bilincine sahip pazar i¢in biiyiik bir firsati temsil
etmektedir (Gutiérrez-Uribe, 2016). Gelismekte olan bircok tilkede diisiik gelirli
insanlarin 6nemli besin kaynaklar1 arasinda bulunan yemeklik baklagiller,
Tiirkiye’de de pek cok ailenin giinliik tiiketiminde onemli yere sahiptir (Uzundz,
2009). Toplam baklagil iiretimi dikkate alindiginda ise, Tiirkiye diinyanin en biiyiik
iireticileri arasindadir (FAO, 2016).

Leguminosae (Fabaceae) ailesi, baklagiller olarak da bilinmekte, 751 cins ve

19.500 tiirden olusan iiciincii biiyiik ¢icekli bir bitki ailesidir. Insan tiiketimi igin



kullanilan tohumlar bitkinin birincil kismini olusturmaktadir (Gutiérrez-Uribe,
2016). Baklagiller, proteinler, karbonhidratlar, diyet lifi ile vitaminler, mineraller
ve yag asitleri gibi mikro besin Ogeleri igin iyi bir kaynaktir. Baklagil
tohumlarindaki toplam protein igeriginin ortalama %80°1 depo proteinleridir. Geri
kalan proteinler ise anti-besleyici faktorler olarak adlandirilan proteaz inhibitorleri
ve lektinlerdir. Lektinler karbonhidratlar1 baglayan proteinlerdir ve bezelye, nohut,
mercimek, gibi islenmemis baklagillerde bulunurlar. Ancak lektinler 1s1l islem ile
tahrip olur. Bu tohumlar ¢ig olarak tiiketildiginde icerdikleri lektinler nedeniyle
ishal, siskinlik, kusma ve kirmizi kan hiicrelerinde agliitinasyon gibi problemlere
neden olabilirler. Bununla birlikte, lektinlerin baz1 kanserlerin 6nlenmesinde ve
bazi dogustan gelen savunma mekanizmalarinin aktivasyonunda kilit bir rol
oynayabilecegi de gosterilmistir. Ayrica obeziteyi dnlemek veya kontrol etmek i¢in
terapotik ajanlar olarak degerlendirilmislerdir (Sajjadi et al., 2014; Gutiérrez-Uribe,
2016).

Proteaz inhibitdrleri ise besin gelerinin sindirilirligini ve biyoyararliligini
azaltmaktadirlar. Baklagil tohumlar1, baslica iki gruba ayrilan birka¢ proteaz
inhibitori igerir: Kunitz proteinleri ve Bowman-Birk proteinleri (BBI). Kunitz
inhibitdrleri, diisiik sistein igerigi olan 18 ila 24 kDa'lik molekiiler agirliga (MA)
sahiptir ve iki disiilfit kopriisti ile baglanmig bir veya iki polipeptit zincirinden
olugsmaktadir (De Almeida Costa et al., 2006). Bowman-Birk inhibitorleri, yiiksek
sistein icerigi (14 kalint1) ile 8 1la 10 kDa molekiiler agirliga sahip tek bir zincirden
olusur; bu inhibitorler zincir i¢i distilfit kopriileri olustururlar ve biri tripsin i¢in
digeri kimotripsin i¢in reaktif bolgelere sahiptirler ve bunlar baglandiginda bu

enzimlerin aktivitesini azaltabilirler (Weder and Kahley 1998).

Bununla birlikte, Bowman-Birk inhibitorleri (BBI) gibi bazi proteaz
inhibitorlerinin, epidemiyolojik, in vitro ve in vivo ¢alismalara gore karsinojenezin
baslamasini tersine cevirdigi gosterilmistir. Ayrica, diizenli olarak kurubaklagil
tilketimi, diyabet, kanser ve kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak {izere bazi
hastaliklarin  riskinin azalmasiyla iliskilendirilmistir. Ek saglik yararlar
saglayabilecek diger bilesenlere veya fitokimyasallarin arastirilmasina artan bir ilgi
vardir. Bazi Bowman-Birk inhibitorleri i¢in antikarsinojenik ve antiinflamatuar

aktiviteler gibi faydali etkiler bildirilmis olmasma ragmen, bunlar hakkinda



endiseler vardir. Ozellikle diyetteki protein sindirilirli§inin azalmasiyla ilgili olas
anti-besleyici faktorlerin etkileri bu kaygilarin baginda yer almaktadir (Raggy et al.,
2006). Diinya c¢apinda sik tiiketilen baklagil olan mercimek tohumlari esas olarak
Bowman-Birk tripsin inhibitorleri i¢ermektedir. Mercimek tohumlarindan 67
amino asit kalintisindan olusan ve MA’s1 7.448 kDa olan bir tripsin/kimotripsin

Bowman-Birk inhibitorii izole edilmistir.

2.1.1. Mercimek

Mercimek, baklagiller familyasinda yer alan Lens cinsine dahil dort tiirden
biridir. Lens cinsi i¢inde bulunan tiim tiirler, mercek sekilleri ve yenilebilir
tohumlar1 sebebiyle topluca "mercimekler" olarak anilsa da Lens culinaris
"mercimek" denildiginde en ¢ok akla gelen ve en sik tiiketilen mercimek tiiriidiir.
Mercimek, yaklasik 10.000 yil 6nce Yakin Dogu'dan gelen eski bir baklagil
bitkisidir. Kanada, Hindistan, Tirkiye, Avustralya, Amerika Birlesik Devletleri,
Nepal, Cin ve Etiyopya kiiresel mercimek {iiretiminde 6nemli oyunculardir.
Mercimek mahsulii agirlikli olarak diinyanin yari kurak bolgelerinde uygun bir
sulama sistemine ihtiyag¢ duymadan yetistirilmektedir. Mercimek mahsulii,
minimum yagis ve yiiksek sicakliklar gibi asir1 ¢evresel kosullari tolere edebilir ve
bu da onlar1 1sinan diinyada gelisebilecek siirdiiriilebilir bir mahsul haline
getirmektedir. Tirkiye’de {iretimi yapilan 9 ¢esit kuru baklagilden en fazla
yetistirilenleri nohut, kuru fasulye ve mercimektir. Tiirkiye’de mercimek tiiketimi
incelendiginde; yesil mercimek tiiketiminin giinde kisi bagina 0.5-0.6 kg arasinda
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degistigi goriilmektedir (Giilag, 2021).

Son yillarda mercimek proteininin saglik ve beslenme iizerindeki faydali
etkilerine ilgi artmistir. Mercimek, yliksek besleyici degeri ile taninan orta diizeyde
enerji saglayan bir gidadir. Ozellikle, miikkemmel bir protein (%20-30), saglikl1 yag
(<2 g/100 g), karbonhidratlar (%40-60), diyet lifi ve gesitli mikro besin 6gelerinin
kaynag1 olarak bilinmektedir. 50 g mercimek, 3.7-4.5 mg demir, 2.2-2.7 mg ¢inko,
22-34 pg selenyum, 50-250 pg beta-karoten ve 216-290 pg folat
saglayabilmektedir. Diger baklagilerden farkli olarak mercimekte, demir ve
cinkoyu baglayan ve dolayisiyla bu besin 6gelerini biyolojik olarak yetersiz kilan

fitik asit (2.5-4.4 mg/g) ¢ok diisiik miktarda bulunmaktadir (Boye et al., 2010; Siva-



Shankar et al., 2018). Mercimek proteini, diger bakliyat proteinleri gibi, zorunlu
amino asitler, 6zellikle 16sin, lizin, treonin ve fenilalanin i¢in iyi bir kaynaktir,
ancak kiikiirt iceren zorunlu amino asitler metionin ve sistin eksiktir (Tablo 1).
Bunun disinda mercimek fitokimyasallar da dahil olmak iizere besin 6gesi olmayan
bilesikleri igermektedir (Rochfort and Panozzo, 2007). Bunlara triterpinoidler,
flavonoidler, inositol ve steroidler, fenolik asitler, saponinler ve tanenler gibi
antioksidan bilesikler dahildir (Xu and Chang, 2010). Diyet lifleri ve polifenoller
dahil olmak iizere fitokimyasallarin ¢ogu tohum ve tohum kabugunda

bulunmaktadir (Hernandez-Salazar et al., 2010).

Mercimek tohumlarinin yiiksek protein igerigi, pahali hayvansal protein
iriinlerine giicii yetmeyen gelismekte olan {ilkelerdeki insanlar1 beslemek i¢in iyi
bir kaynak olmasini saglamaktadir. Mercimek, ete kiyasla diisiik fiyati nedeniyle
“yoksul insan eti” olarak adlandirilmakta ve diyetin amino asit ve mikro besin 6gesi
gereksinimlerini dengeleyerek besleyici bir 6glin saglamada tahillar1 tamamlayarak
diyetin besleyici degerini artirmaktadir (Tamaranatham and Mahadevamma, 2003;
Abraham, 2015). Coziintirliikk siniflandirmasina goére baklagillerde bulunan basglica
proteinler, farkli gida formiilasyonlarinda su tutma, yag baglama, kopiirme ve
jellesme gibi islevsel oOzellikler kazandiran globulinler ve albliminlerdir.
Albiiminler, molekiiler agirliklar1 5 ila 80 kDa arasinda degisen suda ¢oziiniir
proteinlerdir. Globulinler tuzda ¢6ziinen proteinlerdir ve baklagillerde bulunan
baglica tiirleri legumin (11S) ve visilindir (7S) (Schwenke, 2001). Albiiminlerin ve
globulinlerin, ¢éziindiiriilmiis mercimek proteininin sirasiyla %19.6 ve %53.9'unu
temsil ettigi gosterilmistir (Bhatty, 1988). 11S globulin, mercimek proteinlerinin
ana fraksiyonunu temsil eder (Boye et al., 2010; Swanson, 1990). Ayrica
mercimekte albumin, globulin, legumin, visilin, glutelin ve prolamin
fraksiyonlarinin molekiiler kiitleleri sirasiyla 20.2 kDa, 82.2 kDa, 14.6-92.6 kDa,
13.8-92.26 kDa, 20.2-82.2 kDa, 17.0-46.2 kDa ve 16.98-63.8 kDa’dur (Gupta and
Dhillon, 1993).

Mercimek tohumlar1 dogurganlik ¢agindaki kadinlar, biiyliyen ¢ocuklar ve
vejetaryenler icin de gerekli diyet lifi, B grubu vitaminleri ve demir gibi mineralleri
icermelerinden dolay1r onemlidir (Samaranakaya, 2017). Ayrica mercimek,

glisemik indeksi diisiik (55 veya daha az) nisasta igerir ve kan sekeri seviyelerinin



korunmasini destekleyebilir. Mercimek unu gliitensizdir ve mercimek gibi
baklagiller ¢olyak hastalari i¢in faydali oldugu i¢in diyetisyenler tarafindan tavsiye
edilmektedir. Baklagiller, Paleo doneminden beri vejeteryan beslenme tarzinin bir
parcast olmustur. Mercimek, etin yerine demir ve protein seviyeleri nedeniyle
vejetaryen diyetlerde kullanilmaktadir (Samaranayaka, 2017). Bunlara ek olarak,
diisik yag icerigi, mercimegin saglikli beslenmenin bir pargast olarak

degerlendirilmesini saglamstir.

Tablo 1 Bazi baklagillerde bulunan zorunlu aminoasit miktarlar1 ve diger aminoasit

kaynaklar ile karsilastirmalar: (USA Dry Pea & Lentil Council Webinar)

Amino Asit | Mercimek | Bezelye | Nohut | Soya Yumurta | Tam Esmer
fastilyesi bugday | piring
0/100g 0/100g | ¢/100g | g/100g | g/100g | g/100g | g/100g
protein protein | protein | protein | protein | protein | protein
Alanin 4.2 4.4 4.3 5.2 — 3.7 5.8
Arginin 7.7 8.9 9.4 8.6 6.2 4.9 7.6
Aspartik 11.1 11.8 11.8 14.0 11.0 55 9.4
asit
Sistin 1.3 15 1.3 1.8 2.3 2.1 1.2
Glutamik 15.5 17.1 17.5 21.6 12.6 32.8 20.4
asid
Glisin 4.1 4.4 4.2 5.2 4.2 4.3 4.9
Histidin 2.8 2.4 2.8 3.0 2.4 2.7 2.5
Izoldsin 4.3 4.1 4.3 5.4 6.6 34 4.2
Losin 7.3 7.2 7.1 9.1 8.8 6.8 8.3
Lisin 7.0 7.2 6.7 7.4 5.3 2.7 3.8
Metionin 0.9 1.0 1.3 15 3.2 1.7 2.3
Fenilalanin | 4.9 4.6 54 5.8 5.8 5.2 5.2
Prolin 4.2 4.1 4.1 6.5 4.2 15.7 4.7
Serin 4.6 4.4 5.0 6.5 6.9 4.7 5.2
Treonin 3.6 3.6 3.7 4.8 5.0 2.8 3.7
Triptofan 0.9 11 1.0 1.6 1.7 1.3 1.3
Trosin 2.7 2.9 2.5 4.2 4.2 2.1 3.8
Valin 5.0 4.7 4.2 5.6 7.2 4.3 5.9

Insan saghigi iizerindeki yararli etkilerinin yam sira, bitkisel gidalarin
tilkketimi, cogunlukla yapraklar, kokler, soganlar, meyveler ve tohumlar dahil olmak

iizere ¢esitli bitki kisimlarinda bulunan toksik molekiiller ve alerjen proteinlerin



varligt ile iligkili bazi1 zararli etkilere neden olabilmektedir. Ayrica, cesitli
yenilebilir bitki tiirlerinden elde edilen ¢ig veya pigmis gidalarin tiiketiminin, hem
cocuklarda hem de yetiskinlerde az veya ¢ok siddetli alerjik belirtileri tetiklemesi
muhtemeldir. Son yirmi yilda, bu gida alerjilerinden sorumlu bitki alerjenlerinin
tanimlanmas1 ve karakterizasyonu agisindan biiyiik ilerleme kaydedilmistir (Barre
et al., 2020). Mercimekte rapor edilen baslica alerjen protein, gama-vicilin depo
proteini olan 47 kDa molekiil agirligina sahip Len ¢ 1'dir. Buna ek olarak, tohuma
0zgii biyotinlenmis proteine karsilik gelen 66 kDa'lik bir protein olan Len ¢ 2 de
rapor edilmigtir. Bu proteinlerin her ikisi de haglanmis mercimekten izole
edilmistir. Mercimek 1s1l islemi, 12-16 kDa'lik diistiik molekiiler agirlikli bantlarda
giiclii bir artis ve 25-45 kDa bantlarinda bir azalma ile polipeptit profilinde ciddi
degisiklikler gostermistir. Ayrica yeni bir baklagil alerjeni immiinokimyasal olarak

aktif Len ¢ 3'tin mevcut oldugu da bildirilmistir (Akkerdeas et al., 2012).

2.2. Gida Isleme Yontemlerinin Baklagil Proteinlerinin Sindirilirligi

Uzerine Etkileri

Baklagil proteinleri, hayvansal protein kaynaklariyla karsilastirildiginda daha
diisiik sindirilirlige sahiptir. Bu, 6ncelikle depo proteinlerinin biiyiik boyutundan ve
tripsin inhibitorleri gibi anti-besleyici faktorlerin varligindan kaynaklanmaktadir.
Cig baklagillerin tiikketimi zordur ve bagirsakta amino asit emilimi agisindan
verimsiz olabilmektedir. Baklagil proteinlerinin sindirilirligini 1iyilestirmek
miimkiindiir. Baklagil tiikketimini bagl basina kolaylastirmak i¢in ¢esitli yerel gida
isleme yontemleri kullanilmaktadir. Besin degeri agisindan ve protein kullaniminin
potansiyel gelisimini degerlendirmek icin birkag farkli baklagil tiirii ve gida isleme
teknigi arastirilmistir. Baklagillerin ~ sindirilirligini  ve besinsel kalitesini
tyilestirmek i¢in ¢esitli 6n islem (6rnegin 1slatma, ¢imlendirme, pisirme/kaynatma,
kavurma, mikrodalga, firinlama, otoklavlama ve ekstriizyon) ve fraksiyonlama
(6rn. izoelektrik ¢okeltme [IEP]) teknikleri aragtirllmistir (Akillioglu ve Karakaya,
2010; Aryee and Boye, 2016; Drulyte and Orlien, 2019).

Bitkisel proteinlerin sindirilirliginin genellikle hayvansal proteinlerden daha
disik olmasi, bitki hiicre duvar1 bilesenleri uzaklastirildiktan sonra

iyilestirilebilmektedir. Izoelektrik ¢okeltme (IEP), iyilestirilmis sindirilirlik ile



daha yiiksek saflikta protein fraksiyonlarmin iiretimi i¢in bir isleme teknigi olarak
arastirllmistir. Yiksek saflikta protein fraksiyonlar iiretmek icin baklagillerden
ultrafiltrasyon veya izoelektrik yontemler ile proteinler ¢oktiiriilmekte ve bu sayede
bezelye protein izolatinda %82, bezelye tohumlarinda %64, ¢ig mercimek ununda
%77, mercimek protein izolatinda %85, soya proteini izolatinda ise %76’ya kadar
cikabilen sindirilirlige ulasilmistir (Nguyen et al., 2015; Aryee et al., 2016). Farkli
isleme prosediirlerinin proteinlerin hem yapisinit hem de islevselligini etkileyecegi
iyl bilindiginden, islemenin protein sindirilirligini de etkileyebilecegi tahmin

edilmektedir.

Baklagil proteinlerinin besleyici degeri, bitki hiicre duvarlarinin karmagikligt
ve fitatlar, polifenoller, tanenler ve tripsin inhibitorleri gibi anti-besin 6gelerin
mevcudiyeti nedeniyle sindirilirlikleri ile smirlidir (Avilés-Gaxiola et al., 2018).
Fitik asit, mineral kofaktorleri, selatlar, sindirim enzimlerinin aktivitesini
diistirmektedir. Proteaz inhibitorleri, sindirim enzimlerine (tripsin, kimotripsin ve
elastaz) baglanabilen ve onlar1 inaktive eden diisiik molekiiler agirlikli
proteinlerdir. Tanenler, proteinlerle kompleksler olusturabilen ve dolayisiyla
protein sindirilirligini disiirebilen suda ¢oziiniir polifenolik bilesiklerdir (Barbana
et al., 2013). Ayrica, nisasta ve protein i¢eren bir gida matrisinde, lizin gibi bazik
bir aminoasit, gida hazirlama sirasinda uzun siireli yliksek sicakliklar
kullanildiginda sindirime direngli formlara doniisebilmektedir (Lund and Ray,

2017).

Baklagil proteinlerinin  diisiik  sindirilirligi, 1slatma, fermantasyon,
cimlendirme, kabuklarini ayirma, haglama, basingh pisirme ve kavurma gibi farkl
isleme ve hazirlik islemleri yoluyla anti-besin 0Ogelerin etkisi azaltilarak
iyilestirilebilir. Pisirme/haglama, protein kalitesini artirmak ve antinutrisyonel
faktorleri azaltmak veya etkisiz hale getirmek icin baklagillere uygulanan en basit
ve iyi bilinen yontemlerden biridir. Tablo 2'de goriildiigii gibi, gida islemenin
baklagillerde in vitro protein sindirilirligi (IVPS) iizerindeki etkisi, ¢ig baklagillerin
protein sindirilirligine kiyasla az da olsa bir 6neme sahiptir. Yiizyillar boyunca,
insan tiiketiminden 6nce baklagil tohumlari, uygulama ve ekipmandaki basitlik
nedeniyle geleneksel pisirme ile 1slatilmis ve 1s1l isleme tabi tutulmustur. Bu isleme

yontemlerinin ¢ogu evde yemek pisirmede siklikla kullanilir, ancak sindirilirligi



iyilestirmede kiiciik bir etkisi (~%10) oldugu bulunmustur. Bununla birlikte,

pisirme isleminin oldukc¢a kontrolsiiz ve ayarlanamayan bir siire¢ olmasi nedeniyle

vitaminler gibi degerli besin Ogelerinin potansiyel kaybi s6z konusudur. Bu

nedenle, 1s1l isleminin daha iyi kontrol edilmesiyle protein sindirilirligini optimize

etmek i¢in diger isleme teknikleri arastirilmistir (Linsberger-Martin et al., 2013).

Tablo 2 Gida isleme yontemlerinin baklagillerin sindirilirligi iizerine etkileri

Isleme teknikleri

Etkileri

Kaynak

Basingli pisirme

Basingli pisirmeden 6nce 1slatma islemi, islem
stiresini kisaltmanin yani sira in vitro protein
sindirilirligini (IVPS) %14-16 oraninda
iyilestirdigi i¢in fasulye proteini sindirilirligini
olumlu yonde etkilemistir.

Saglikli Hintli yetiskinlerde ¢ift kararli izotop
yontemiyle dlgililen nohut ve sar1 bezelyedeki
lizinin sindirilirligi, basingli pisirme yontemiyle
pisirilip piringle birlikte yenildiginde sirasiyla
%60 ve %62 olarak bulunmustur.

Negi et al., 2001

Kasyhap et al., 2019

Islatma,
fermantasyon,
¢imlenme, kabuk
ayirma, kaynatma
ve kavurma

Bu isleme yontemlerinin ¢ogu evde yemek
pisirmede siklikla kullanilir, ancak sindirilirligi
iyilestirmede kiigiik bir etkisi (~%10) vardir.

Devi et al., 2018

Ekstriizyon

Ekstriizyon iglemi, incelenen tiim baklagillerde
IVPS gelistirmistir. Baklalarin IVPS, 140 °C'de
ve %18 nem igeriginde, 1slatilmamaisg ¢ig
tohumlarda %75.4'ten, 1slatilmig ekstriide
tohumlarda %80.4'e yiikselmigtir.

Abd El-Hady
and Habiba, 2003

Mikrodalga iglemi

Aci ve tatli ac1 bakla tohumlar1 mikrodalga
isleminden Once sirasiyla 96 ve 24 saat
1slatilmistir. Mikrodalga islemenin IVPS islem
gdrmemis tohumlara kiyasla %2.5 ve %1.5
oraninda 6nemli dl¢iide iyilestirdigi
bulunmustur.

Embaby, 2010

Ultrases ve
yiiksek hidrostatik
basing

(HHP)

1 saat HHP uygulama ve ardindan 98°C'de 30
dakika 1s1tma baklagillerin IVPS arttirmustir. Cig
baklagillerle karsilastirildiginda, ¢oziiniir protein
konsantreleri %2-4 daha yiiksek [VPS
sergilemistir.

Han et al., 2007

Kullanilan pisirme yontemi, pisirilmis mercimegin amino asit bilesimi

tizerinde de etkilidir. Pisirme uygulamalar1 lizin (mikrodalga pisirme haric),

triptofan ve toplam aromatik ve kiikiirt iceren amino asitlerin konsantrasyonunu

azaltmistir, ancak lizin, izolosin (otoklavlama harig) ve toplam aromatik amino asit

icerigi yiiksek kalmistir (Hefnawy, 2011). Mikrodalgada pisirmenin, haslama ve
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otoklavlamaya kiyasla mercimegin besleyici degerini korudugu ve tiim pisirme
islemlerinin in vitro protein sindirilirligini ve protein verimlilik oranini iyilestirdigi
ileri siirlilmiistiir (Samaranayaka, 2017). Mercimek i¢in literatlirde rapor edilen
protein sindirilirlik degerleri %95.19 (Monsoor and Yusuf, 2002), %81.76-99.88
(Sulieman et al., 2008), %79.1-79.4 (Han, Swanson and Baik, 2007) ve %73.5
(Melito and Tovar, 1995) seklindedir.

2.2.1. Gida matrisi

Lipolitik ve proteolitik siirecler, gida emiilsiyonunun dogasina biiyiik 6l¢tide
baghdir ve GI sistemde karsilasilan ¢evresel ve fizikokimyasal kosullar tarafindan
onemli Ol¢iide degistirilebilmektedir (Bourlieu et al., 2015). Besin &gelerinin
sindirilirligini, biyoerisilebilirligini ve biyoyararliligini belirlemek i¢in ele alinmasi
gereken dnemli bir konu da gida matrisidir. Ornegin protein sindirimi siit {iriinii
olan peynir matrisinde, bitkisel tirinlerin matrislerine gore farklilik gésterir. Ayrica
gidanin islenmesi sirasinda gidanin mikro yapisinda ve dolayisiyla gida matrisinde
degisiklik meydana gelir ve bu degisiklik proteinin gida matrisinden serbest forma
gecisini dolayisiyla sindirilirligini etkileyebilmektedir. Isil islem gibi gida isleme
uygulamalarinin protein yapilarinda acilmaya ve/veya tripsin inhibitdrlerinin
etkisizlestirilmesine yol acarak protein sinidirilirligini iyilestirdigi belirtilmistir

(Reynaud et al., 2020).

Sindirim mekanizmasina iliskin protein izolatlar1 iizerinde yapilan
aragtirmalar kesin bilgi verse de sonuglar gergek gida matrisi igin dogru tahminler
vermeyebilir. Reynaud et al., (2020) bitkisel proteinler tizerinde protein sindirimine
151l islemin ve gida matrisi etkisini arastirmiglardir. Isil islemin, proteinlerin kismi
denatiirasyon ve yapisal donilistimler nedeni ile sindirilirligi degistirdigini
belirtmislerdir. Caligmalar; izole proteinlerle kiyaslandiginda sivi gidalarda bile
gida matrisinin proteinler {lizerine etkisi oldugunu gostermistir (Carbonaro et al.,
2015). Proteinlerin kismen denatiire ve modifiye edilmis bicimleri meyvelerde ve
sebzelerde, sert kabuklu yemislerde veya haslanmis (islak 1s1l iglem) veya
kavrulmus (kuru 1s1l islem) tohumlarda meydana gelebilmektedir. Islem sirasinda

gida proteinlerinde kimyasal modifikasyonlara ek olarak protein agilmasi ve
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kiimelenme meydana gelebilmektedir (Sekil 1). Bitki tohumu proteinlerinin pigirme
sirasinda tiglinciil yapilar1 ve bir dereceye kadar ikincil yapilar1 degisebilir. Sonug
olarak proteinler biiyiik makromolekiiler agregatlar ve jel aglar1 olusturabilir.
Protein yapisindaki bu tiir degisiklikler, sindirim stabilitesini ve dolayisiyla
alerjenlerin hem duyarlilagma hem de ortaya ¢ikma agisindan bagisiklik sistemine
sunulma bi¢imini etkileme potansiyeline sahiptir. Proteinlerin isleme kosullarindan
etkilenme derecesi siirece baghdir, ¢ilinkii protein denatiirasyonu suyun varligini
gerektirdiginden, proteinler diisiik su igeren sistemlerde daha termostabil hale gelir.
Zaman ve sicaklik kombinasyonlari, yaglar ve sekerler gibi diger bilesiklerin
mevcudiyeti, gida proteinlerinin denatiirasyon ve agregasyon modellerini ve

Kinetigini de etkilemektedir (Mills et al., 2009).

y Adsorpsiyon
Su @
Dogal
I
katlanmis St _ \ .
protein Kismi katlanmis
protein Yag
Yavas
baglanma
9nem
/ 100nm
—
Stabil
P \
g;f;l;;t?ar Coziiniir makroagregatlarin

ve jel aglarmin olusumu

Sekil 1 Gida isleme sirasinda proteinlerin yapisinda meydana gelen degisiklikler

(Mills et al., 2009)

Izole proteinlerin sindirim sirasindaki davramgma/hidrolizine yonelik
calismalar ¢ok olmakla birlikte (Santos-Hernandez et al., 2020) proteinlerin gida
matrisi igerisinde GI sindirimi sirasinda nasil bir metabolik siire¢ izleyecegi
ongoriilememektedir. Bitkisel proteinler hayvansal proteinlere gore daha biiytiktiir
ve hidrofobik kisimlarin gomiilii oldugu globiiler yapiya sahiptirler. Bitkisel protein
kaynaklarindan baklagiller ve tahil proteinlerinin hayvansal proteinlerden (6rnegin
miyoglobin, sigir serum albumin) yapisal olarak en Onemli farki sekonder
yapilarinda yiiksek miktarda B-tabaka konformasyonu ve diisiik miktarda a-heliks
yap1 igermeleridir. B-tabaka konformasyonu GI sindirimi sirasindaki denatiirasyona

direng gosterir. Ayrica sistein igerigi yiiksek olan bitki proteinleri (6rnegin albumin
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fraksiyonu) 1sisal islem ile denatiirasyona ve pepsin, tripsin ve kimotripsin
proteolitik enzimlerine kars1 direnglidir. Stabilite, BBI’lerinde oldugu gibi diisiik
molekiil agirlik ve fazla sayida disiilfit baginin bulunmasindan kaynaklanir.
Ornegin soya BBI proteininin molekiil agirlig1 8 kDa’ dur ve 7 adet disiilfit kdpriisii
icerir. Oldukca stabil diger BBI mercimek ve bezelyeden izole edilmistir.
Kurubaklagil lektinleri ise olduk¢a siki P-tabaka yapilari nedeniyle sindirim
bolgesindeki asidik kosullara dayaniklidir. Bir diger 6rnek tahillarda bulunan 30-
160 kDa molekiil agirligina sahip olan ve 50 adet disiilfit bagi iceren glutenindir.
(Carbonaro et al., 2015). Nguyen et al., (2016), bebek formiilasyonlarinda yaygin
olarak kullanilan hidrolize ve hidrolize olmayan siit proteinlerinin (kazein ve peynir
alt1 suyu proteinleri) ve soya proteinlerinin sindirimini, sirastyla mide ve ince
bagirsakta in vitro GIi (lipazsiz) kosullarda 60 ve 120 dakika boyunca
incelemislerdir. Soya proteini fraksiyonlari, sindirim sirasinda kismen hidrolize
olmustur. Mide sindirimi sirasinda protein agregat boyutlarinda hafif bir azalma
olusmustur. Bunun nedeni; soya proteinlerinin hidrofobik B-tabaka yapist ve 1sil

islemin etkisi olarak belirtilmistir.

2.3. Yasamm Erken Doneminde Proteinin Onemi ve Bebek

Formiilasyonlari

Yetersiz beslenme veya asir1 beslenme, yasamin en savunmasiz oldugu siitten
kesilme doneminde bebegin anne siitiinden normal yemek diizenine gegtigi 6 ila 24
aylik donemde goriilebilmektedir. Bebekler ve kiiclik ¢cocuklar 6zellikle yetersiz
beslenmeye kars1 savunmasizdirlar ¢iinkd, yliksek biiylime hizlarina sahiptirler ve
dolayisiyla yiiksek enerjiye ihtiyaglar1 vardir (Siva-Shankar et al., 2018). Yasamin
erken doneminde protein alimi  bebeklerde gelisim, biiyiime, viicut
kompozisyonunun saglanmasi, norogelisim, istah ve hormonal diizenleyici olarak
gorev yapmak igin ¢ok 6nemlidir (Michaelsen and Greer, 2014). Proteinlerin yeterli
miktarda zorunlu aminoasitleri saglamalar1 beslenmede metabolik ihtiyaglari
karsilamadaki temel gorevidir. Protein gereksinimi, yetiskenlerde viicut agirliklar
basina giinlik 0.8 gram, bebeklerde ise 1.5 gramdir ve dolayisiyla bebeklerde

protein gereksinimi yetiskinlere gore daha fazladir (Victora et al., 2016).
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Anne siitii bebekler i¢in altin standart olarak kabul edilir ve bebeklerin ilk 6
ay anne siitli ile beslenmesi dnemle tavsiye edilir. Ancak bazi durumlarda anne siitii
yerine bebek formiilasyonlar1 (BF) kullanilmaktadir. BF, anne siitiinde bulunan
miktara yakin zorunlu aminoasit igermelidir. Gegerli Avrupa Yonetmeligi’ne gore
BF (0-6. ay) icin izin verilen protein kaynaklart inek siitii proteini, keci siitii
proteini, soya proteini izolati ve hidrolize piring proteini olarak belirtilmistir (EU,
2016). Tirk Gida Kodeksi Bebek Formiilleri ve Devam Formiilleri Tebligi’ne
(TEBLIG NO: 2019/14) gére bebek formiilleri (0-6. ay) ve devam formiillerinde
izin verilen protein kaynaklar1 inek siitli proteini, ke¢i siitli proteini, soya proteini

izolat1 olarak belirtilmistir (TDK, 2019).

Bitkisel proteinlerin BF’nda kullanilmasi ile ilgili baklagil proteinleri iizerine
bir¢ok arastirma yapilmistir. En eski caligsmalardan biri, nohut proteininin bir siit
ikamesi olarak G problemleri olan ¢ocuklar igin potansiyel bir kaynak oldugu ve
Codex Alimentarius Komisyonu standartlarina uygun iyi besin degerleri
gosterdigini belirtmistir. Benzer sekilde bebek devam formiilii/tamamlayici gida (6-
12 ay) ile ilgili AB yonetmeliginin minimum beslenme gereksinimlerini
kargiladigini1 gosteren nohut bazli formiilasyonlarin beslenme kalitesini tasarlamis,

formiile etmis ve belirtmislerdir (Ulloa and Garcia, 1988).

Egounlety et al., (2002) taneli baklagilleri (soya fasulyesi, boriilce ve yer
fasulyesi), yiiksek protein/enerjili baklagil takviyeli tamamlayict gidalarin {iretimi
i¢cin 28-36 saat boyunca onceden islemisler (sirasiyla 1slatma, kurutma ve un haline
getirme) ve fermente etmisler, sonrasinda 60—66 ° C'de 15 saat kurutmuslar ve un
haline getirmislerdir. Protein ve enerji seviyeleri sirasiyla 9%15.55, %19.30 ve
17505.0, 18726.4 kJ/kg arasinda bulunmus ve tamamlayici gidalar i¢in Onerilen
seviyelerden daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bitkisel hammaddelerin 6rnegin
tahillarin ve baklagillerin birlikte fermantasyonu, gelismekte olan iilkelerde hane
diizeyinde yiiksek protein/enerjili, kabul edilebilir ve besleyici degeri yliksek

tamamlayici gidalarin iiretimi i¢in uygun bir teknik olarak gortilmektedir.

BF insan siitiinii yakindan taklit edecek sekilde makro besin 6gelerinden
(karbonhidratlar, yaglar ve proteinler) ve mikro besin dgelerinden (mineraller ve

vitaminler) olusmaktadir. Gomez-Martin et al., (2019) iiriin markas1 hakkinda bilgi
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vermeden, her bir gida kategorisinde ticari BF’nin ortalama enerji ve makro besin
0gesi bilesimlerini hesaplamislardir. 0-6 aylik bebek mamalarinin, olgun anne
siitiine (10-12 hafta) kiyasla benzer enerji ve makro besin 6gesi bilesimine sahip,
ancak enerji ve protein bakimindan daha diisiik ve toplam lipitlerin 1 ila 4 hafta
arasinda iiretilen anne siitlindekinden daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. 6-12
aylik bebekler icin iiretilen 6zel BF’nin bir porsiyonu giinde alinmasi1 gereken
protein ihtiyacin1 %37.53 diizeyinde karsilarken, baklagil iceren BF %17.27’sini
karsilamaktadir. Enerji i¢in bu yiizdenin sirasiyla 9%19.12 ve %7.43 oldugunu

hesaplamislardir.

Cogu BF yiiksek besin degeri nedeni ile inek siitii ile formiile edilmistir.
Ancak inek siitii proteinine alerjisi olan bebekler icin hidrolize protein iceren BF
kullanilmaktadir. Bununla birlikte GI ve alerjik problemleri olmayan bebekler i¢in
de kullanim1 artmaktadir. Standart BF’nin, hidrolize protein iceren formiillerden
daha genis cesitlilikte biyoaktif peptitler agiga ¢ikardigi belirtilmistir (Wada and
Lonnerdal, 2015). Tartismalar olsa da bazi ¢ocuklarin soyaya alerjisi olmasi veya
inek siitlii alerjisi olan baz1 ¢ocuklarin da eslik eden soya alerjisi gostermesi

nedeniyle soya formiillerinin kullanimi kisitlanmustir (Tzifi et al., 2014).

Bitkisel proteinlerin isleme ve depolama sirasindaki davranisi, formiilasyon
tozlarinin fiziksel stabilitesini saglamalidir. Roux et al., (2020) siit proteinlerinin
bitki proteinleri ile kismen ikame edilmesi ile yar1 endiistriyel 6l¢ekte li¢ BF
gelistirmiglerdir. Formiilasyonun %50’sinde referans olarak peynir alti suyu
proteinleri ve kismi ikame bitkisel protein olarak ise bezelye ve bakla proteinleri
kullanilmigtir.  Referans formiil ile karsilastirildiginda ikame edilmis
formiilasyonlar stabil olmayan emiilsiyon sonuglar1 vermistir. Bu nedenle kalite
kriterlerinin karsilanmasi1 i¢in her protein kaynagimmin BF’na uygunlugu

saglanmalidir.

Roux et al., (2020) proteinlerin %50 sinin siit referans bebek mamasi
formiilasyonu olarak peynir alt1 suyu proteinleri, bitkisel protein olarak ise bezelye,
bakla, piring ve patates proteinleri igeren dort farkli BF gelistirmistir.
Formiilasyonlar, yenidogan bebek (28 giinliik) sindiriminin simiile edildigi in vitro

statik sindirimi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglarda bezelye ve bakla iceren
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formiilasyonlar ile siit referans sonuglarinin protein hidrolizi ve aminoasitlerin
biyoerisilebilirligi acisindan benzer, ancak piring ve patates iceren
formiilasyonlarda bu degerlerin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. BF bilesenlerinin
sindirimi iizerinde bir dizi sistematik calisma yapilmast bu bilesiklerin
sindirilirliginin daha 1iyi anlasilmasmna ve dolayisiyla besin &gelerinin

biyoerisilebilirligi hakkinda 6nemli bilgiler vermeye yardimci olacaktir.

2.4. In vitro Sindirim

Sindirilebilir proteinler gesitli peptitlere ve aminoasitlere hidrolize edilebilir
ve protein bozunma {iriinleri fizyolojik olarak Onemlidir. Proteinlerin simiile
edilmis fizyolojik kosullar altinda sindirilirligi ve yapisal degisikliklerini
degerlendirmek igin in vitro sindirim protokolleri olduk¢a yararhdir. GI sindirim,
gidanin organizma tarafindan kullanilarak besin 6gelerini agiga ¢ikarmak i¢in farkli
enzimlerin etkisi ile pargalanmasini igeren fiziksel ve kimyasal bir siirectir. /n vitro
modeller, in vivo modellere kiyasla standartlagtiritlmis kosullar altinda kolay
ornekleme ve yiiksek tekrarlanabilirlik saglar, ayrica hizli ve ucuzdur. Etik
sakincalar1 da yoktur. Cost Action INFOGEST kapsaminda 35°ten fazla tilkedeki
bilim adamlari tarafindan insan fizyolojik kosullarina uyumlu bir in vitro sindirim
protokolii 6nerilmistir (Minekus et al., 2014; Bohn et al., 2018). Sindirim modelleri
statik (Dupont et al., 2010), yar1 dinamik (Amara et al., 2014; Bourlieu et al., 2015)
veya dinamik (Blanquet et al., 2004; de Oliveira et al., 2016) olabilmektedir.

In vitro statik bir modelle yetiskin durumundaki sindirimi taklit etmek igin
uluslararasi bir uzlasma bulunmaktadir (Minekus et al., 2014). Ayrica, birgok
inceleme, bebek sindirim sisteminin yetiskinlere kiyasla olgunlagmamis oldugunun
altin1 ¢izerek, bebek sindirim kosullar1 hakkinda mevcut olan fizyolojik verileri
sunmustur (Abrahamse et al., 2012; Bourlieu et al., 2014). Bu farkliliklar hem
enzimatik (enzimlerin tipi ve aktivite seviyesi) hem de enzimatik olmayan (stit bazli
diyet, beslenme sikligi, safra tuzu konsantrasyonlar1) parametrelerle ilgili
bulunmustur. Erken bebeklik doneminin beslenme agisindan 6nemi artik yaygin
olarak kabul edilmektedir. BF’n1 optimize etmek i¢in yeterli in vitro sindirim

araglarinin kullanilmasi bir 6nceliktir. /n vitro bebek sindiriminin sonuglarini sunan
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son yayinlarin sayisi, yakin zamanda gozden gegirildigi gibi bu araca olan ilginin

iyi bir 6rnegidir (Shani-Levi et al., 2017).

Statik modellere odaklanan yakin tarihli bir inceleme, bebek sindirimini taklit
etmek i¢in kullanilan parametrelerdeki degiskenligi vurgulamistir (Shani-Levi et
al., 2017). Bu nedenle, zamaninda dogan yeni dogan bebeklerin in vivo sindirim
parametrelerine dayanan ayrintili bir in vitro sindirim modeline ihtiyag
duyulmustur. Bu baglamda, yeni dogan bebekler (28 giinliik yasam, gebelik yas1
38-42 hafta) igin in vivo statik sindirim modelinin in vitro statik sindirim modeli
Onerilmistir (Menard et al., 2018). Bu modele gore bebek mamasinin sivi oldugu ve
agizda kalma siiresinin kisa oldugu varsayilmistir. Bu sindirim protokoliine gore

mide ve ince bagirsak asamasi asagidaki gibi agiklanmistir (Torcello-Gomez et al.,
2020).

Mide asamasinda  bebeklerin  mide  kosullarinin  parametreleri
(yemek/salgilarin orani, pH), midenin bosalma siiresinin yarilandigr durumdaki
kosullar olarak belirlenmistir. Bourlieu et al., (2015), bebek mamasi i¢in 78
dakikalik bir mide bosalma yar1 siliresini rapor etmistir. Yemek aliminin
baslamasindan 78 dakika sonra, yemegin salgilara orami (v/v) 63/37 olarak
belirlenmistir. Bebeklerde mide pH'in1 6lgen verilerin derlenmesi, mide asitlesme
egrisini tanimlayan lineer bir regresyonun belirlenmesine olanak vermistir (pH = -
0.015% zaman (dk.) + 6.52). Daha 6nce de belirtildigi gibi 78 dakikalik mide
bosalma yart siiresi goz 6niine alindiginda, statik modelde mide pH’s1 5.3 olarak
belirlenmistir (Bourlieu et al., 2015). Bebek mide aspiratlarinda belirlenen tokluk
enzim aktivitelerine dayanarak, mide iceriginin ml'si ve bebegin viicut agirliginin
kg't basma 63 U pepsin ve 4.5 U lipaz ortalama degerleri (Armand et al., 1996;
Roman et al., 2007) bulunmustur. Boylece, 4.25 kg'lik bir aylik bir bebegin
ortalama viicut agirhigi goz oniine alindiginda (de Oliveira et al., 2016), enzim
aktiviteleri pepsin ve lipaz icin 268 U/ml mide igerigi ve 19 U/ml mide igerigi
olarak belirlenmistir. Simiile edilmis mide sivist (SGF), sirasiyla 94 ve 13 mM
sodyum kloriir ve potasyum kloriirden olusmakta ve mide ortam pH’s1 1 M HC1 ile
pH 5.3'e ayarlanmaktadir. 60 dakikalik mide sindiriminden sonra, pH, 1 M NaOH
ile 6.6'ya ayarlanmakta ve ince bagirsak sindiriminden Once midedeki enzim

aktivitesi durdurulmaktadir.
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Ince bagirsak asamasinda 60 dakikalik mide sindirimi asamasindan sonra, 1
M NaOH kullanilarak ortam pH'1 6.6'ya ayarlanmaktadir. Bagirsak fazi igin
yemek/salgilar orani, genel ortalama salgi akisinin oldugu dinamik sindirim model
DIDGI®'da salg1 akislarinin (safra, pankreatin ve sodyum bikarbonat) simiilasyonu
kullanilarak sindirimin 78. dakikasinda belirlenmistir. Boylece, sindirimin 78.
dakikasinda, bagirsak fazi i¢in 6gilinlin toplam salgiya (mide ve bagirsak) orani
(v/v) 39/61 olarak belirlenmistir. 1 haftalik, zamaninda dogan bebeklerin duodenal
stvisinin karakterizasyonuna dayanan simiile edilmis bagirsak sivisi (SIF), 164 mM
sodyum kloriir, 10 mM potasyum kloriir ve 85 mM sodyum bikarbonattan
olusmaktadir ve pH 7' olarak belirlenmistir. Kalsiyum kloriir, bagirsak sivisinin
hacmi i¢cinde 3 mM'lik bir konsantrasyonda bagirsak fazinin baslangicindan 6nce
ayr1 olarak ilave edilmektedir. Sigir safra 6ziitii, 2 haftalik sekiz bebegin duodenal
aspiratlarinda belirlenen ortalama tokluk degerine karsilik gelen 3.1 mM safra tuzu
nihai icerigi olacak sekilde eklenmektedir. Eklenen pankreatin miktari, daha dnce

incelenen in vivo verilerle tutarli olan 16 U/mL olarak belirtilmistir.

Proteinlerin GI sistemdeki akibetinin degerlendirilmesi, alerjik reaksiyona
neden olma potansiyelleri de dahil olmak iizere tiiketilmelerinin giivenli olup
olmadigini degerlendirmek i¢in de ¢ok 6nemlidir. Proteinlerin sindirime direnci,
alerjen potansiyellerinin belirlenmesiyle ilgili olarak ©nemli olabilir, c¢linki
tamamlanmamis sindirim, on iki parmak bagirsaginda duyarlilagma ve/veya ortaya
¢ikma yoluyla istenmeyen bagisiklik tepkilerine neden olabilmektedir. Bu nedenle,
bir dizi degerlendirmenin ve in vitro protokollerin bir pargasi olarak proteinlerin
sindirilirligini degerlendirmek, etik kisitlamalar in vivo ¢aligmalar1 engellediginde
uygun goriinmektedir. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) yonergeleri ve
(AB) 503/2013 Sayili Uygulama Tiiziigi (IR503/2013) dogrultusunda bu amagcla
en yaygin olarak kullanilan in vitro sindirim modeli, pepsine direng testidir. Bu,
gidanin tiiketildikten hemen sonra maruz kaldig1 normal fizyolojik ortami temsil
etmeyen parametrelerle sindirimin mide fazini taklit etmektedir. Yani, yiiksek
asidik olan mide kosullarini ve insan erigkinlerinde mide bosalmasinin sonunu (geg
faz) veya aglik durumunu simiile edecek enzim konsantrasyonu kullanilmaktadir
(Thomas et al., 2004).
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Torcello Gomez et al., (2020) ‘e gore geg faz yetiskin statik in vitro sindirim
protokolii, pepsin direnci test protokoliindeki oldugu gibi bir mide fazini ve
ardindan yukaridaki yetiskin modelinin bagirsak fazini igermektedir. Kisaca, mide
fazinda, 0.5 mL izole protein (5 mg/mL) veya 0.5 g yemek, protein soliisyonu veya
Oglintinin SGF'ye 5:95 (h/h) oraninda geg¢ faz yetiskin SGF eklenmekte ve pH
1.2'ye ayarlanmaktadir. Tiim ornekler i¢in pepsin aktivitesi, yemeklerin mide fazi
icin son hacimde 2500 U/mL'ye esdeger olan 10 U/ug test izole proteinine gore

belirlenmektedir.

Saglikli yetigskinlerde veya bebeklerde mide ve sonraki ince bagirsak
asamasini ve diger ilgili kosullar1 iceren daha gergekei bir yaklasim, pH ve enzim
konsantrasyonunun birlesik etkisinin protein sindirilirligini nasil etkiledigi
hakkinda faydali bilgiler saglayabilir. Bu nedenle, EFSA Genetigi Degistirilmis
Organizmalar (GDO) paneli tarafindan sunulan kilavuza uygun olarak bu tez
caligmasi, erken faz (veya tokluk durumu) ve geg¢ faz (veya aglik durumu) yetiskin
ve bebek GI ortamlarmi taklit eden, fizyolojik olarak daha alakal: bir dizi durumu

ele almaktadir.

Eszamanli veya sirali sindirim yoluyla proteazlarla bireysel veya kombine
islemlerin, proteini ¢esitli kaynaklardan degisen derecelerde hidrolize ettigi
gosterilmistir. Endopeptidazlar (tripsin, kimotripsin, pepsin, pankreatin, asit
proteaz, aktinidin, bromelain, papain, Alcalase™), proteinlerdeki veya terminal ucu
olmayan amino asitteki (N-/C-terminalinden uzakta hareket etme egiliminde olan)
peptit baglarin1 hidrolize edebilirler. Ekzopeptidaz aktivitesi i¢in serbest bir N-
terminal amino grubu veya bir C-terminal karboksil grubu veya her ikisi gereklidir.
Pepsin, optimum pH degerine sahip bir karboksil proteazdir ve aktif merkezinde bir
aspartik asit kalintisina sahiptir. Tripsin, iyi tanimlanmis bir 6zgiilliige sahiptir,
birincil baglanma (P1) pozisyonunda lizin ve arginin arasindaki peptit bagim
parcalar. Ote yandan kimotripsin, belirli amino asitlerin (16sin, tirozin, fenilalanin
ve triptofan ve daha diisiik oranda glutamin, serin ve treonin) yaninda pargalayan
spesifik olmayan bir proteaz olarak tanimlanmistir (Barrett et al., 2004). Pankreatin,
amilaz ve lipaza ek olarak tripsin benzeri ve kimotripsin benzeri proteazlar igeren
enzimlerin bir karistmidir. Protein sindirilirligini ve protein hidrolizi sirasinda

parcalanan toplam peptit baglarinin sayisini dlgmek i¢in cesitli yontemler tarif



19

edilmistir. Hidroliz (DH) veya protein sindirilirlik derecesi, pH diisiisi,
trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS), o-ftaldialdehit (OPA), pH stat ve sulu
trikloroasetik asitte (SN-TCA) ¢6ziiniir azotu belirleme gibi genis ¢esitlilik gosteren
yontemler kullanilmaktadir (Hsu et al., 1977; Nielsen et al., 2001; Potier and Tome,
2008).

Giinlik beslenmede hem ¢evresel hem de siirdiiriilebilirlik kaygilar
nedeniyle protein kaynagi olarak bitkisel proteinlere olan ilgi artisi1, bu proteinlerin
sindirim siirecini daha iyi anlamay1 gerektirmektedir. Ancak, bitkisel proteinlerin
diyette daha ¢ok yer almasi, hayvansal proteinlere kiyasla genel olarak daha diisiik
sindirilirlik nedeniyle gereksinimi karsilamakta yeterli olmamaktadir. Ayrica gida
matrisi ve uygulanan gida islemleri de protein sindirilirligini etkilemektedir. Gida
matrisi ve gida isleme (1s1l islem veya termal olmayan islemler), proteinin
agregasyonunu, proteinlerin diger proteinler ve protein olmayan bilesikler ile
etkilesimini, proteaz inhibitorlerinin inhibisyonu ve/veya etkisini, proteazlarin
proteine erisilebilirligini etkilemektedir. Bu nedenle tez ¢alismasinin amaci, farkl
GI senaryolarinda (bebek ve yetiskinlerde aglik ve tokluk durumundaki sindirim
kosullar1) Tirk halkinin diyetinde genellikle yer alan bitkisel protein
kaynaklarindan biri olan mercimek proteinlerinin in vitro kosullarda
sindirilirligi/hidrolizini aragtirmaktir. Ayrica bu GI kosullarinda gida matrisinin ve
gida islemenin etkisi, izole proteinler ile gida matrisindeki proteinlerin
sindirilirligi/hidrolizi ve 1s1l islem uygulanmamis mercimek proteinleri ile 1s1l islem
uygulanmis proteinlerin sindirilirligi/hidrolizi karsilastirilarak degerlendirilmistir.
Ek olarak 3 farkli in vitro sindirim ortaminda protein izolati, un formu ve pismis
formdaki mercimegin ince bagirsak sindirimi sonrasinda agiga ¢ikan molekiil
agirhgr 5 kDa’dan kiigiik olan peptit dizilimleri kiyaslanmis ve BIOPEP-UWM veri

tabani kullanilarak biyoaktiviteleri karsilastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hammadde

Tez ¢alismasinda kullanilan yesil mercimek (lens culinaris) izmir’de bulunan

yerel bir marketten satin alinmistir.
3.1.2. Kimyasal malzemeler

Analizlerde kullanilan sodyum kloriir (106404), sodyum hidroksit (106462),
potasyum kloriir (104936), Coomassie blue G 259 (C.1 42655), dipotasyumhidrojen
fosfat (A567300), sodyum dodesil siilfat (436143), sodyum tetraborat dekahidrat
(S9640), o-fitaleldahit (P0532), ditoreitol (DRR-RO), serin (S4503) Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alinmistir. Etanol (34870), potasyum
fosfat monobazik (60221), Tris (Cat.: 25.285-9); pepsin (P7012), pankreatin
(P7545), safra tuzu (B8631), pefabloc® (76307), sodyum bikarbonat (S8875),
kalsiyum kloriir (C4901), hidroklorik asit (07102), Bikinkoninik asit kiti (BCA1),
bovine serum albiimin (liyofilize, A2153), Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya)
firmasindan satin alinmigtir. Ultrafilitrasyon tiipleri Vivaspin 15R model MWCO
5000 ve ultrafiltrasyon membranlari Sartorius Stedim Biotech GmbH’den

alimmastir.

Kullanilan diger tiim kimyasal malzemeler Ege Universitesi Gida
Miihendisligi Bolimii’nden temin edilmis olan analitik safliktaki kimyasal

malzemelerdir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan cihazlar ve ekipmanlar

Blender: Analizler sirasinda mercimegi un hale getirmek i¢cin Robot Cupe

marka blender kullanilmistir.
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Calkalamali inkiibator: Tiim &rneklerin agiz, mide ve ince bagirsak sindirim

asamalarinda Stuart. S1500 (OSA. Birlesik Krallik) c¢alkalamali inkiibatorii

kullanilmustir.

Coklu Mikro Plaka Okuyucu: Orneklerin BCA ve OPA analizleri i¢in Thermo

Fisher Scientific, Varioskan Flash (Almanya) marka ¢oklu mikro plaka okuyucu

kullanilmustir.

Derin Dondurucu: Oreklerin ve kimyasallarin saklanmas1 amaciyla Regal

marka buzdolab1 kullanilmustir.

Elektroforez Cihazi: Pismis mercimek, mercimek unu, protein izolati ve in

vitro mide ve bagirsak sindirimi sonrasi Orneklerin protein profillerinin
belirlenmesinde Bio-Rad mini-protean tetra cell (Cin) ve Invitrogen elektroforez

sistemi kullanilmuistir.

Hassas Terazi: Gram diizeyindeki tiim tartim islemlerinde Denver Instrument,

SI 234 terazi kullanilmstir.

Hassas Terazi: Enzimlerin tartimi ve mg diizeyinde yapilan tiim tartim

islemleri i¢in Mettler Toledo marka hassas terazi kullanilmistir.

Isitmali Manyetik Karistirici: Analizlerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

ve homojen karistirma saglanmasi i¢in IKA. RH basic 2 (Almanya) kullanilmistir.

Kjeldahl Cihazlari: Orneklerin protein tayinini yapmak igin yakma isleminde

Gerhardt Kjeldatherm ve distilasyon isleminde de Gerhardt distilasyon {initesi

kullanilmistir.

Karistirmali 1sitici: SDS-Page analizi 6ncesi 6rnek hazirlama agsamasinda ve

pepsin aktivitesini belirlerken enzimleri inkiibe etmek amaciyla Eppendorf

ThermoMixer C (Almanya) kullanilmistir.

Manyetik Karistirici: Cozelti hazirlama islemlerinde IKA. Big Squid

(Almanya) manyetik karistiric1 kullanilmistir.

pH metre: Sindirim sivilarinin ve ¢ozeltilerin pH ayarlamalarinda WTW
inoLab® pH 7110 (Almanya) kullanilmistir.
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Sogutmali Santrifiij: /n vitro sindirim ve ultrafiltrasyon islemlerinde Niive NF

800R (Tiirkiye) kullanilmstur.

Vorteks Karistirici: Analizler sirasinda homojen bir karisim saglamak igin

Isolab Laborgerate GmbH kullanilmistir.

Otoklav: Mercimegin pisirilmesi i¢in Gida Mikrobiyoloji Laboratuvar’inda

bulunan otoklav cihazi kullanilmigtir

3.2.2. Mercimek protein izolat1 eldesi

Sulu alkali ekstraksiyonu (pH 8-11) ve ardindan izoelektrik ¢oktiirme (pH 4-
5), mevcut ana proteinlerin dogas1 geregi baklagil proteinlerinin ekstraksiyonu i¢in
kullanilan en yaygin sulu isleme teknigidir. Mercimek protein izolat1 Akillioglu ve
Karakaya, (2009) ve Hernandez et al., (2020)’a gore elde edilmistir. Ozetle,
mercimek blender kullanilarak un haline getirilmis ve ilk olarak alkali kosullarda
(pH 8.0-9.0) proteinler ekstrakte edilmistir. Un haline getirilmis mercimege distile
su eklenerek (mercimek:su; 1:3, w/v), pH 1 M NaOH ile 9’a ayarlanmistir. Oda
sicakliginda 1 sa manyetik karistirict ile karistirilarak proteinlerin ¢oziinmesi
saglanmistir ve sonrasinda 7500 g’de +4°C’de 20 dk. santrifiijlenmistir. Siv1 kisim
alimmis ve pH 1 M HCI ile 4.5’e ayarlanarak proteinler ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti
birkag¢ kez distile su ile yikanarak nétralize edilmistir. Elde edilen izolatin protein
icerigi BCA yontemi ile belirlenmistir. Izolat, in vitro sindirim (3 farkli Gi

kosulunda) ve SDS-Page analizinde kullanilmustir.

3.2.3. Pisirme islemi

Mercimek distile su (1:3, w/v) eklendikten sonra 121 °C’de 20 dk.
otoklavlanmugtir. Ornekler oda sicaklifma geldikten sonra in vitro sindirim

uygulanmistir.

3.24. Cahsma plam

Tez galismasinda kullanilan ¢aligma plani Sekil 2’de verilmistir.
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3.3. Analizler

Tim analizler 2 tekrar 2 paralel olarak gergeklestirilmistir.

3.3.1. Kjeldahl yontemi ile protein tayini

Mercimegin protein miktart Kjeldahl yontemine (method 990.03; AOAC,
2006) gore belirlenmistir. Protein miktar1 asagida verilen formiil kullanilarak

hesaplanmustir.

(Sornek— Skor)* Fx0.0014+100
m

% Toplam azot= (@)
Ssmek=HCl sarfiyati, (mL)

Sksr= HCl sarfiyati, (mL)

F:HCI ¢ozeltisi faktorii

m=0rnek, (g)
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3.3.2. Bikinkoninik asit (BCA) yontemi ile protein tayini

Protein izolatinda, SDS-Page analizine ve LC/Q-TOF/MS analizine alinacak
sindirilmis 6rneklerde protein tayini BCA yontemi ile yapilmistir. Analiz Stoscheck
(1990)’a gore gergeklestirilmistir. Bu yontem diger protein tayin yontemlerine gore
daha yeni bir yontemdir ve bakir igeren reaktifin protein ile indirgenmesi ve
ortamdaki BCA ile reaksiyonu sonrasi 562 nm’de absorbans veren mor rengin
Olclimii esasina dayanmaktadir. Yontemin duyarliligi 20-100 pg/mL’dir. Kisaca, 25
uL ornek tizerine 200 pnL BCA reaktifi BCA1 (Sigma Aldrich) (50:1 v/v; BCA
¢ozeltisi: Cuz(S0s) eklendikten sonra 37 °C’de 30 dk. bekletilerek 562 nm’de
absorbans oOl¢iimii gerceklestirilmistir. Sigir serum albumini standart olarak
kullanilmistir. Protein miktar1 (y=1.117x + 0.2261) denklemi ile hesaplanmistir
(Sekil 3).

Sigir Serum Albumini (BSA) stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50 mg BSA
(liyofilize toz. > %98 albumin. Sigma-Aldrich: A-7906) tartilarak 50 mL’lik balon

jojede ultra saf su ile tamamlanmis ve 2 mg/mL’lik ¢6zelti hazirlanmastir.

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi: Deney tiiplerine sirayla 100 pL saf su/10
uL stok, 20 pL stok, 40 pL stok, 60 pL stok, 80 uL stok ve 100 pL stok konulmus
ve tiipler saf suyla 100 uL.” ye tamamlanmistir. Bu konsantrasyonlardan 25’er puL
mikroplaka kuyucuklarina yerlestirilmistir ve her tliplin tizerine 200 pL BCA
reaktifi ilave edilerek hafifce c¢alkalanmistir. Rengin pembe-mor tonda olmasi
beklenmektedir. Cam mikroplaka kullanilarak 562 nm’de absorbans degerleri
kaydedilmistir. Olgiilen absorbans degerleri standart egri grafiginden (Sekil 3) elde

edilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.
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y=1.117x+0.2261
R*=10.9942

w

N
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o

Sekil 3 BCA standart grafigi

Burada x degerleri mg/mL protein ve y degerleri A562°a karsilik gelmektedir.
Bu egri esitliginde okunan absorbansin esitlikte y yerine konmasi ile protein miktari

hesaplanmustir.

3.3.3. Hidroliz derecesinin saptanmasi (OPA analizi)

Yontem OPA reaktifinin primer amino gruplart ile Ditiotreitol (DTT)
varliginda olusturdugu bilesigin 340 nm’de 15181 absorblamasi temeline
dayanmaktadir. OPA reaktifi Nielsen et al., (2001) 6nerdigi sekilde hazirlanmustir.
7.62 g di-sodyum tetraborat dekahidrat ve 200 mg sodyum dodesil siilfat (SDS) 150
mL ultra saf su ile ¢oziindirtilmistir. 160 mg %97 o-fitaleldahit (OPA) 4 mL
etanolde ¢Oziilmiis ve iki ¢Ozelti birlestirilmistir. 176 mg %99 ditiotreitol ilave
edilerek ¢ozelti 200 mL’ye tamamlanmistir. Mikroplaka kuyucuklarina konulan
150 uL reaktif tizerine in vitro sindirim siiresince belirli zaman araliklarinda alinan
20 pL ornek eklenerek 2 dk. oda sicaklifinda inkiibasyondan sonra 340 nm’de
absorbans Ol¢limii yapilmistir. Standart olarak serin kullanilmis ve hidroliz
derecesinin hesaplanmasinda 2 nolu denklemden faydalanilmistir (Nielsen et al.,

2001).

DH = h / hix100 (2)

h=(serin-NH2- ) / o meqv/g protein,
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Sel’i n-N H2:OD6mek'O Dkérlo Dstandart-o Dkijrxo.9516meqv/L*0.02*100/X*P
OD=Optik yogunluk (340 nm'de okunan absorbans),

Serin-NHz2=meqvserinNHz/gprotein,

0.9516 meqv/L =Serin konsantrasyonu,
0.02=Ornek hacmi (L),

X=0Ornek miktar1 (g),
P=Ornekteki % protein

h= hidrolizlenmis baglarin sayisi,

htot=Protein miktarina esdeger toplam peptit bagi sayisi.

0,7
0,6 y =0,0031x +0,0061 e
' R” = 0,9989
0,5
n /
T 04
2
203 /
20
0,2 /
0,1
0 / T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Protein mg/ml

Sekil 4 OPA standart grafigi
3.3.4. Invitro sindirim

In vitro sindirim Brodkorb et al., (2019)’a metodunda baz1 degisikler
yapilarak gerceklestirilmistir. Bu yontemde deneysel kosullar her fazda sabittir ve
standart laboratuvar ekipmanlari kullanilmak {izere tasarlanmistir. Tiim in vitro
sindirim protokolleri, mide ve ince bagirsak sindirimini icermektedir. Mercimek
orneklerine mide sindiriminden 6nce 2 dk. agiz sindirimi uygulanmistir.
Mercimegin agiz sindirimi igin, tiikiiriik a-amilazi, mide sindiriminde ise domuz
kaynakli pepsin enzimi kullanilmistir. Ince bagirsak sindiriminde, protein izolati

icin yag ve karbonhidrat icermemeleri nedeniyle tripsin ve kimotripsin enzimleri,
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gidalar i¢in ise domuz pankreasindan elde edilen pankreatin kullanilmistir ve
eklenen miktar, bagirsak igeriginin son hacminde gerekli tripsin aktivitesine gore
belirlenmistir. Enzim aktiviteleri Brodkorb et al., (2019) ‘a gore saptanmistir. izole
proteinler i¢in es molar oranda safra tuzlar1 (%97) sodyum glikokolat (NaGC) ve
sodyum glikokenodeoksikolat (NaGCDC) kullanilirken, gidalar i¢cin domuzdan
elde edilen safra tuzu kullanilmistir. Ttim in vitro sindirim deneyleri, 37 °C ve 100
rpm'de ¢alkalayici bir inkiibatorde yatay olarak monte edilmis 50 mL konik
santrifiij tiiplerinde gerceklestirilmistir. Protein izolati/gidanin in vitro sindirimi,
her protokol i¢in iki tekrarli ger¢eklestirilmistir. Her bir in vitro sindirim protokolii
icin kontrol deneyleri, gidanin baslangi¢c miktari/protein izolat1 miktar1 yerine ultra

saf su konularak gerceklestirilmistir.

Tim sindirim modellerinde mide sindirimi asamasindan, OPA analizi
(protein hidrolizi) ve SDS-Page analizi (protein profili) igin belirli araliklarla 6rnek
almmustir. Mide sindiriminin 2, 10, 20, 30 ve 60. dakikalarinda 1,5 mL 6rnek
toplanmustir. Proteaz aktivitesi pH 7’ye getirilerek durdurulmustur. Tiim numuneler

sonraki analize kadar -20° C'de saklanmustir.

Sindirim sisteminin simiile edilebilmesi i¢in uygulanan yontemin detayli
aciklamasi asagida verilmistir. Bu islemde simule agiz sivisi1 (SSF), simule mide
stvist (SGF) ve simule ince bagirsak sivisi (SIF) kullanilmistir. Sindirim sivilarinin
pH’larinin ayarlanmasi i¢in 0.01, 1 ve 6 M HCl ile 0.01, 1 ve 2 M NaOH ¢ozeltileri
kullanilmigtir. Sindirim isleminden hemen 6nce enzim aktivasyonlarini saglamak
amaciyla 0.3 mol/L CaCl2(H20): tiipteki sindirim sivilarina ardindan eklenmistir.
Analizde kullanilacak pepsin, tripsin kimotripsin ve panktreatin enzimlerinin
aktiviteleri Brodkorb et al., (2019)’a gore tespit edildikten sonra gerekli miktarlar
hesaplanmistir. Ultra saf su, simiile edilmis tiikiiriikk (SSF), mide (SGF) ve ince
bagirsak sivilarinin (SIF) hazirlanmasinda kullanilmistir. Agiz-mide sindirimi ve

ag1z-mide-ince bagirsak sindirimi i¢in sindirimler ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir.

3.3.4.1. Gidaya uygulanacak agiz sindirimi

Gidaya uygulanacak tiim GI sindirim modellerinde INFOGEST protokoliine

gore (Minekus et al., 2014) agiz asamas1 uygulanmistir. Pisirme islemi uygulanmis
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mercimek ¢igneme ile elde edilene benzer baslangi¢ parcacik boyutunu (~ 3 mm)
saglamak i¢cin INFOGEST protokoliinde dnerilen kiyma makinesi ile 6giitilmiistiir.
Mercimek proteini izolat1 i¢in agiz asamasi karbonhidrat icermemesi nedeniyle
uygulanmamustir. Her protokol i¢in kullanilan 6giitiilmiis gidanin baslangi¢ miktari
(bebek kosullarinda ve tokluk durumunda yetigkinler i¢in 5 g ve aglik durumunda
yetiskinler i¢in 0.5 g), SSF'ye 50:50 (w/v) oraninda (Tablo 3) eklenmistir ve pH
7'ye ayarlanmistir. Agiz bolusu daha sonra her protokoliin mide sindirimine tabi

tutulmustur.

3.3.4.2. Bebek sindirim modeli

Bebek statik in vitro sindirim protokolii Torcello-Gomez et al., (2020)’e gore
gerceklestirilmistir. Kisaca, mide fazinda, 5 mL protein izolat1 (5 mg/mL) veya 10
g oral bolus, 63:37 (v/v) oraninda SGF ile karstirilarak pH, 5.3'e ayarlanmistir.
Mide sindiriminden sonra, pH, 1 M NaOH ile 7'ye yiikseltilmistir. Ince bagirsak
fazinda, mide kimiisii, 62:38 (v/v) oraninda SIF ile karistirilmistir ve 1 M HCl ile
pH 6.6'ya ayarlanmistir (Tablo 3). Ince bagirsak sindirim protokoliindeki (Brodkorb
et al., 2019) diger kosullar (enzim aktivite tayinleri, enzimler, sindirimin

durdurulmasi) (Tablo 3) aynen uygulanmustir.

Bebek sindirimi kosullarinda agiz sindirimi: Agizdaki mekanik sindirimi

modellemek i¢in blenderdan geg¢irilmis olan pismis mercimekten 2.5 g, mercimek
unundan 2.5 g alinmus, 2.5 mL ultra saf su eklenmistir. Ornek {izerine 4 mL SSF,
0.025 mL 0.3 M CaCl; ilave edilmis ve ultra saf su ile hacim 9.5 mL’ye
tamamlandiktan sonra 0.5 ml a-amilaz ¢ozeltisi (75 U/mL) ilave edilmistir. Tiipler
100 rpm’de, 37 °C’de 2 dk. boyunca c¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyona

birakilmigtir. Béylece sindirimin agiz agsamasi tamamlanmuistir.

Bebek sindirimi kosullarinda mide sindirimi: Agiz sindiriminden alinan

igerige 4.698 mL SGF eklenmistir. Pepsinin ¢alisabilmesi i¢in ortamin asitligi 1 M
HCI ile pH 5.3’e ayarlanmistir. pH ayarlamalarinda harcanan ¢ozelti miktarlar
kaydedilmis ve hacim ayarlamalarinda eklenecek saf su miktarindan ¢ikarilmstir.
Son hacimde ortamda 268 U/mL pepsin igerecek sekilde 1 mL pepsin ilave edilmis
ve tlip igerigi ultra saf su ile 15.873 mL’ye tamamlanmistir. Tiipler 100 rpm. 37
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°C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Mide sindirimi boyunca mide
iceriginden 2, 10, 20, 30 ve 60. dakikalarda 1 mL 6rnek alinmis ve pH’1 2 M NaOH

ile pH 7’ye ayarlanarak pepsin aktivitesi durdurulmustur.

Bebek durumunda ince bagirsak sindirimi: Inkiibatérden aliman mide
icerigine 5.35 mL SIF, 1.216 mL safra ¢ozeltisi eklenmis ve 2 M NaOH kullanilarak
pH 7’ye ayarlanmistir. 2.432 mL pankreatin (16 U/mL) ve 256 uL CaClz

eklendikten sonra son hacim 25.602 mL olacak sekilde ultra saf su ile
tamamlanmistir. 100 rpm’de, 37 °C’de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibatérden cikan tiipler buz banyosuna alinarak hizlica sogutulmustur. Hizli bir
sekilde 8000g’de 4 °C’de 20 dakika santrifiij islemine alinarak faz ayrim
gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi mL basina 50 pL 0.1 M Pefabloc (enzim
inhibitorii) eklenerek durdurulmustur. Siipernatant alinarak LC/Q-TOF/MS ve
SDS-Page analizi i¢in molekiil agirlik sinir degeri 5000 Da olan ultrafiltrasyon
membrandan gegirilmis ve MA>5000 Da olan fraksiyon SDS-Page analizi i¢in,
MA<5000 Da olan fraksiyon ise LC/Q-TOF/MS analizi i¢in -20 °C’de saklanmustir.

3.3.4.3. Tokluk durumunda yetiskin sindirim modeli

Erken evre (tokluk) yetiskin statik in vitro sindirim protokolii, INFOGEST
Minekus et al., (2014) ve Torcello-Gomez et al., (2020) tarafindan Onerilen
yontemlere gore gergeklestirilmistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi protein izolatina
mide ve ince bagirsak sindirimi (60 dk.) uygulanmistir. Tokluk durumunda yetiskin
sindirim modeli mercimek ve mercimek unu i¢in agiz sindirim, mide sindirimi ve
ince bagirsak sindirimi asamalarindan, Mide sindiriminde, 5 mL protein izolatina
(5 mg/mL) veya 10 g oral bolusa, 50:50 (v/v) oraninda SGF (Tablo 3) eklenmis ve
pH 3'e ayarlanmustir. Ince bagirsak fazinda mide kimiisiine, 50:50 (v/v) oraninda
SIF (Tablo 3) eklenerek 1 M NaOH ile pH 7'ye ayarlanmistir. Ince bagirsak
sindirim protokoliindeki (Brodkorb et al., 2019) diger kosullar (enzim aktivite

tayinleri, enzimler, sindirimin durdurulmasi) (Tablo 3) ayn1 sekilde uygulanmustir.

Agiz sindirimi: Agizdaki mekanik sindirimi modellemek i¢in blenderdan

gecirilmis olan pismis mercimekten 2.5 g, mercimek unundan 2.5 g alinmis, 2.5 mL

ultra saf su eklenmistir. Ornek iizerine 4 mL SSF, 0.025 mL 0.3 M CaCl; ilave
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edilmis ve ultra saf su ile hacim 9.5 mL’ye tamamlandiktan sonra 0.5 ml a-amilaz
¢ozeltisi (75 U/mL) ilave edilmistir. Tiipler 100 rpm’de, 37 °C’de 2 dk. boyunca
calkalamal1 inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Boylece sindirimin agiz

agsamasli tamamlanmuistir.

Mide sindirimi: Agiz sindiriminden alinan igerige 8 mL SGF ve 0.005 mL

CaCl> eklenmistir. Pepsinin ¢alisabilmesi i¢in ortamin asitligi 6 M HCl ile pH 3’e
ayarlanmistir. pH ayarlamalarinda harcanan c¢ozelti miktarlar1 kaydedilmis ve
hacim ayarlamalarinda eklenecek saf su miktarindan g¢ikarilmistir. Son hacimde
ortamda 2000 U/mL pepsin icerecek sekilde 1 ml pepsin ilave edilmis ve tiip icerigi
ultra saf su ile 20 mL’ye tamamlanmistir. Tiipler 100 rpm. 37 °C’de 1 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Mide sindirimi boyunca mide i¢eriginden 2, 10, 20, 30
ve 60. dakikalarda 1.5 mL o6rnek alinmistir ve pH’1 2 M NaOH ile pH 7’ye

ayarlanarak pepsin aktivitesi durdurulmustur.

Ince bagirsak sindirimi: Inkiibatorden alinan mide icerigine 11 mL SIF, 2.5

mL safra ¢ozeltisi eklenmis ve 2 M NaOH kullanilarak pH 7’ye ayarlanmistir. 5
mL pankreatin (100 U/mL) ve 40 pL CaCl. eklendikten sonra son hacim 40 mL
olacak sekilde ultra saf su ile tamamlanmistir. 100 rpm’de, 37 °C’de 2 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibatérden ¢ikan tiipler buz banyosuna alinarak
hizlica sogutulmustur. Hizli bir sekilde 8000g’de 4°C’de 20 dakika santrifiij
islemine alinarak faz ayrimi gergeklestirilmistir. Bagirsak sindirimi mL basina 50
puL 0.1M Pefabloc (enzim inhibitorii) eklenerek enzim aktivitesi sonlandirilmistir.
Siipernatant alinarak LC-Q-TOF ve SDS-Page analizi i¢in 5000 Da ultrafiltrasyon
ile molekiil agirligina gore fraksiyonlanmis ve iistte kalan kisim SDS-Page analizi

i¢in altta kalan kisim LC-Q-TOF analizi i¢in dondurularak saklanmustir.

3.3.4.4. Achk durumunda yetiskin sindirim modeli

Geg evre (aglik) yetiskin statik in vitro sindirim protokolii Thomas et al.,
(2004) ve Torcello-Gomez et al., (2020)’e gore yapilmistir. Bu model ayn1 zamanda
proteinlerin allerjen etkisini belirlemek i¢in EFSA tarafindan 6nerilen yontemdir.
Ac¢lik durumunda yetigkin sindirim modeli mercimek ve mercimek unu igin oral

sindirim, mide sindirimi ve ince bagirsak sindirimi agamalarindan, protein izolati
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i¢in mide ve ince bagirsak sindirimi agsamalarindan olusmaktadir. Mide fazinda, 0.5
mL protein izolat1 (5 mg/mL) veya kat1 gidadan 1 g oral bolus, 5:95 (v/v) oraninda
SGF ile karistirilarak pH, 1.2'ye ayarlanmistir (Tablo 3). Mide sindiriminden sonra,
mide Kimiisii hemen ince bagirsak sindirimine tabi tutulmustur. ince bagirsak
sindirim protokoliindeki (Brodkorb et al., 2019) diger kosullar (enzim aktivite

tayinleri, enzimler, sindirimin durdurulmasi) (Tablo 3) ayn1 sekilde uygulanmustir.

Agi1z sindirimi: Agizdaki mekanik sindirimi modellemek i¢in blenderdan

gecirilmis olan pismis mercimekten 0.25 g, mercimek unundan 0.25 g alinmus,
iizerine 0.25 mL ultra saf su eklenmistir. Ornek iizerine 0.4 mL SSF, 0.0025 mL
0.3 M CaCl; ilave edilmis ve ultra saf su ile hacim 0.950 mL’ye tamamlandiktan
sonra 0.05 ml a-amilaz ¢ozeltisi (75 U/mL) ilave edilmistir. Tiipler 100 rpm, 37
°C’de 2 dakika boyunca c¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.

Bdylece sindirimin agiz asamasi tamamlanmustir.

Mide sindirimi: Agiz sindiriminden alinan igerige 15.2 mL SGF eklenmistir.

Pepsinin calisabilmesi i¢in ortamin asitligi 6 M HCl ile pH 1.2’ye ayarlanmistir. pH
ayarlamalarinda harcanan ¢ozelti miktarlar1 kaydedilmis ve hacim ayarlamalarinda
eklenecek saf su miktarindan ¢ikarilmistir. Son hacimde ortamda 2500 U/mL
pepsin igerecek sekilde 1 mL pepsin ilave edilmis ve tiip icerigi ultra saf su ile 20
mL’ye tamamlanmistir. Tiipler 100 rpm, 37 °C’de 1 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Mide sindirimi boyunca mide igeriginden 2, 10, 20, 30 ve 60.
dakikalarda 1.5 mL 6rnek alinmis ve pH 2 M NaOH ile pH 7’ye ayarlanarak pepsin

aktivitesi durdurulmustur.

Ince bagirsak sindirimi: Inkiibatérden alinan mide igerigine 11 mL SIF, 2.5

mL safra ¢ozeltisi eklenmis ve 2 M NaOH kullanilarak pH 7’ye ayarlanmistir. 5
mL pankreatin (100 U/mL) ve 40 uL CaCl. eklendikten sonra son hacim 40 mL
olacak sekilde ultra saf su ile tamamlanmistir. 100 rpm’de, 37 °C’de 2 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibatérden ¢ikan tiipler buz banyosuna alinarak
hizlica sogutulmustur. Hizli bir sekilde 8000g’de 4°C’de 20 dakika santrifiij
islemine alinarak faz ayrimi gergeklestirilmistir. Bagirsak sindirimi mL basina 50
puL 0.1M Pefabloc (enzim inhibitorii) eklenerek enzim aktivitesi sonlandirilmistir.

Stipernatant alinarak LC-Q-TOF ve SDS-Page analizi i¢in 5000 Da ultrafiltrasyon
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ile molekiil agirligina gore fraksiyonlanmig ve iistte kalan kissm SDS-Page analizi

i¢in altta kalan kistm LC-Q-TOF analizi i¢in dondurularak saklanmstir.

Tablo 3 Sindirim protokollerinin 6zeti

Bebek sindirim

Tokluk durumundaki
yetigkin sindirim

Aclik durumundaki
yetigkin sindirim

hacminde pepsin
aktivitesi 268 U/mL
pH: 7

(1M NaOH ile)

(SIF son hacminde
0.075 mM) eklenir
Son hacimde;

Pepsin aktivitesi 2000
U/mL

Agi1z 5 g parcalanmis kat1 | 5 g parcalanmis kati 0.5 g parcalanmis kat1
asamast | gida 50:50 (w/v) gida 50:50 (w/v) gida 50:50 (w/v)
(2 dk., oraninda SSF ile oraninda SSF ile oraninda SSF ile
37C) karistirtlir (pH 7). kanstirilir (pH 7). kanistirilir (pH 7).
SSF: SSF: SSF:
KCI (15.1 mM) KCI (15.1 mM) KCI (15.1 mM)
KH2PO4 (3.7 mM) KH2PO4 (3.7 mM) KH2PO4 (3.7 mM)
NaHCOs; (13.6 mM) | NaHCOs (13.6 mM) NaHCO3 (13.6 mM)
MgCl2(H20)e MgCl2(H20)6 (0.15 MgCl2(H20)6 (0.15 mM)
(0.15 mM) mM) (NH4).COs3 (0.06 mM)
(NH4)2CO3 (NH.).CO3 (0.06 mM) | pH: 7
(0.06 mM) pH: 7 CacCl; (son hacimde 0.75
pH: 7 CacCl; (son hacimde mM) eklenir
CaCl; (son hacimde | 0.75 mM) eklenir
0.75 mM) eklenir
Tiikiriik a-amilaz Tiikdiriik a-amilaz Tikiirtik a-amilaz
aktivitesi son aktivitesi son hacimde | aktivitesi son hacimde 75
hacimde 75 U/mL 75 U/mL U/mL
Mide 5 ml (5 mg/mL) 5 ml (5 mg/mL) protein | 0.5 ml (5 mg/mL) protein
asamasl | protein izolati veya | izolati veya 5 g kati izolat1 veya 1 g kat1 gida
(60 dk., | 5 gkati gida 63:37 gida 50:50 (v/v) 5:95 (v/v) oraninda SGF
37C) (v/v) oraninda SGF | oraninda SGF ile ile karistirilir ve
ile karigtirilir ve karigtirilir ve pH: 3 pH: 1.2
pH: 5.3
SGF: SGF: SGF:
NaCl (94 mM) NaCl (47.2 mM) NaCl (35 mM)
KCI (13 mM) KCI (6.9 mM) pH: 1.2 (1M HCI)
pH: 5.3 (1 M HCI KH2PO4 (0.9 mM)
ile) NaHCOs; (25 mM)
MgC|2(H20)5 (01 mM)
(NH4)2CO3 (05 mM)
pH: 3 (1 M HCl ile)
Kimiis son Baslamadan once CaCl, | Son hacimde;

Pepsin aktivitesi 2500
U/mL

ya da 10 U/pg test izole
protein
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eklenir

Son hacimde;

Safra tuzlar1 kons.
3.1 mM

Tripsin aktivitesi 16
U/mL

Kimotripsin
aktivitesi 4 U/mL

Baslamadan 6nce CaCl;
(SIF son hacminde 0.3
mM) eklenir

Son hacimde;

Safra tuzlar1 kons. 10
mM

Tripsin aktivitesi 100
U/mL

Kimotripsin aktivitesi
25 U/mL

Bagirsak | Mide kimiisii 62:38 | Mide kimiisii 50:50 Mide kimiisii 50:50 (v/v)
asamasi | (v/v) oraninda SIF (v/v) oraninda SIF ile oraninda SIF ile
(60 dk., | ile karistirilir ve pH: | karistirilir ve pH: 7 (1 karistirtlir ve pH: 7 (1 M
37C) 6.6 (1L M HCI) M NaOH ile) NaOH ile)
SIF: SIF: SIF:
NaCl (164 mM) NaCl (38.4 mM) NaCl (38.4 mM)
KCI (10 mM) KCI (6.8 mM) KCI (6.8 mM)
NaHCO3 (85 mM) KH2PO4 (0.8 mM) KH,PO4 (0.8 mM)
pH: 7 NaHCOs; (85 mM) NaHCOs; (85 mM)
Baglamadan 6nce MgCl,(H20)s (0.33 MgCl,(H20)s (0.33 mM)
CacCl; (SIF son mM) pH: 7
hacminde 3 mM) pH: 7

Baslamadan 6nce CaCl;
(SIF son hacminde 0.3
mM) eklenir

Son hacimde;

Safra tuzlar kons. 10
mM

Tripsin aktivitesi 100
U/mL

Kimotripsin aktivitesi 25
U/mL

3.3.5. Protein profili (SDS- Page analizi)

Pigsmis mercimek, mercimek unu ve mercimek protein izolatinin mide
sindirimi sonrast ve ince bagirsak sindirimi sonrasinda protein profili SDS-Page
analizi ile belirlenmistir. Gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve analizin yapilisi ile

ilgili detayl bilgiler asagida verilmistir.

SDS-Page uygulamalarinda Bio-Rad Mini Protean elektroforez sistemi ve
Mini Protean® TGX™ %12’lik ayrrma jeli hazir olarak kullamlmistir. Jele
yuklenecek Ornekler, protein miktar1 1 mg/mL olacak sekilde seyreltilmistir.
Sindirim 6rnekleri 1:1 oraninda 6rnek tamponu ile 95 °C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Sindirim 6ncesi 6rnekler ise 37 °C’de 15 dakika inkiibe dilmistir. Oda
sicakligina sogutulan 6rnekler 10 pL olarak kuyucuklara yiiklenmis ve 75 V sabit
voltajda elektroforez islemi baslatilmistir. Yarim saat sonra 100 V’a yiikseltilmistir.
Ornekler jel kasetinin sonundaki siyah cizgiye kadar yiiriidiikten sonra girisim
olmamasi1 i¢in akim durdurulmustur. Tabakalar arasindan dikkatle ¢ikarilan jel

solusyon 1 (50 ml) iceren kaba aktarilmis ve 30 s mikrodalgada tutulduktan sonra
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oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Orbital calkalayicida 50 rpm sabit hizda 5
dakika bekletildikten sonra soliisyon 1 dokiilmiistiir. Solusyon 2 eklendikten sonra
(50 ml) 1 mL boyama ¢ozeltisi (Comessie Brillant Blue) ilave edilmistir. 30 sn
mikrodalga uygulamasini takiben orbital ¢alkalayicida 50 rpm sabit hizda 1 gece
boyunca bekletilmistir. Boyama islemi tamamlaninca jel tridistile su ile yikanmaistir.
Kaba tridistile su eklenerek boyanin iyice uzaklagmasi icin 1 gece boyunca
beklenmis ve ertesi giin jelin fotografi ¢ekilerek goriintiisii alinmustir (Laemmli,
1970).

Yiiriitme Tamponu (Running Buffer); pH:8.3

Tris baz13.0275 g

Glisin14.4 g

%20 SDS

Ultra saf su ile 1 litreye tamamlanmustir.

Ornek Tamponu (Sample Buffer): (8 ml)

62.5 mM Tris-HCI pH 6.8

%25 Gliserol 2 mL,

%0,01 Bromfenol mavisi 0.08 mL,

%2 SDS 1.6 mL,

Ultra saf su 2.92 mL

% 5 B-Mercaptoethanol 0.4 mL

*B-Mercaptoetanol analizde kullanilmadan hemen 6nce eklenmistir.
Soliisyon 1;

125 mL (%50) etanol.

25 mL (%10) asetik asit

Ultra saf su ile 250 mL’ye tamamlanmustir.

Soliisyon 2;



36

1.25 mL (%5) etanol.
1.87 mL (%?7.5) asetik asit
Ultra saf su ile 250 mL’ye tamamlanmistir.

Boya cozeltisi (Comessie Mix);

% 0.25 Comessie Blue Brilliant Blue R

% 95°lik etanol ile ¢oziilmiistiir

3.3.6. ImageJ analizi ve molekiil agirhklarin hesaplanmasi

SDS-Page analizi sonucu alinan bant gériintiilerinin yogunluk 6l¢iimii ImageJ
programi ile gerceklestirilmistir. Bu amagla, programa yiiklenen goriintiiden
giiriiltiiler silinmistir. Ardindan “set measurement” kismindan “integrated density”
ayart yapilmis ve “analyse measure” sekmesi kullanilarak yogunluklar
hesaplanmistir. SDS-Page jellerinde goriintii veren standart protein bantlari
arasindaki mesafe kullanilarak logaritmik grafik olusturulmustur. Jelde goriintii
veren Orneklerin yaklasik molekiil agirliklart grafikten elde edilen denklem

kullanilarak hesaplanmustir.

3.3.7. Molekiil agirhklarina gore ayirma

Ince bagirsak sindirimi sonunda elde edilen siv1 kisim kaba filtre kagidindan
siizlilmiis ve molekiil agirlik siir degeri (MAS) 5000 Da’luk membrana sahip
ultrafiltrasyon tiiplerine alinarak 6000 g’de 15 dakika santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Bu asamada her bir siipernatant maksimum 15’er mL’lik hacimler
halinde 2 kez tlipten gecirilmistir. Filtrenin altinda kalan MA <5000 Da fraksiyon
ayr1 bir falkon tiipte toplanmustir. Ornekler LC/Q-TOF/MS analizi igin analiz

giinline kadar dondurularak -20 °C’de saklanmuistir.
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3.3.8. LC/Q-TOF/MS analizi

Liyofilize 6rneklere 1 mL saf su eklenmis ve proteinler 1 mL etanol eklenerek
coktiirtilmiistiir. Cozelti vortekslenmis ve 0.22 um PTFE filtreden gegirilmis ve
LC/Q-TOF/MS cihazine enjekte edilmistir.

Kromatografik ayirim; ikili pompa, gaz giderici, otomatik 6rnek dagitici ile
donatilmig bir HPLC Agilent 1260 Infinity serisi (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Poroshell 120 EC-C18 (3.0X100
mm, parcacik boyutu 2.7 um) (Agilent) kolonu bilesikleri ayirmak i¢in tercih
edilmistir. Mobil fazlar tabloda verilen basamaklara dayanan gradient eliisyonu
kullanilarak, su ve %0.1 formik asit karisimi1 mobil faz A ve asetonitril mobil faz B
olarak kullanilmistir. Kolon 35 °C 'de tutulmus, enjekte edilen 6rnek hacmi 5 pL ve
kullanilan akis oran1 0.40 mL / dk. olarak belirlenmistir. Gradient eliisyonu su
sekildedir: 0-0.5 min, 10% B; 0.5-8 min, 25% B; 8-16 min, 50% B; 16-24 min,
75% B; 24-30 min, 95% B; 32-38 min, 5% B; kolon sartlanmasi i¢in 38-42 min,
5%B.

MS analizi, kurutucu gaz akist 14.0 L / dakika; nebil6zor gaz basinci 35 psi;
kurutucu gaz sicaklig1 290 °C; sheath gaz sicakligi1 400 °C; sheath gaz akis1 12 L/dk.
azotta pozitif iyonda calisan Agilent Dual Jet Stream elektrosprey iyonizasyon
(Dual AJS ESI) arayiizii ile donatilmis bir Agilent 6550 iFunnel yiiksek
¢oztiniirliklii Dogru Kiitle LC-Q/TOF-MS kullanilarak yiiriitilmistir. Kiitle
spektrumlari, 50-3200 m/z 'lik bir kiitle araliginda pozitif iyonizasyon modunda
kaydedilmistir. Entegrasyon ve veri detaylandirma “Agilent MassHunter

Workstation” ve “Agilent BioConfirm® yazilimi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

3.3.9. Protein sekanslarimin belirlenmesi

Protein sekanslarinin se¢imi i¢in UniProtKB (https://www.uniprot.org/) veri

tabanindan yararlanilmigtir. Taramalar sirasinda bilimsel adlar ve protein adi

verilerek arama yapilmigtir (Lens culinaris (Lentil) (Cicer lens)).


https://www.uniprot.org/
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UniProt Bilgi Bankas1 (UniProtKB) zengin agiklamalarla proteinler hakkinda
islevsel bilgilerin toplandig1 bir merkezdir. Her bir UniProtKB girisi i¢in zorunlu
olan temel verileri (amino asit dizisi, protein adi veya agiklamasi, taksonomik
veriler ve alint1 bilgileri) miimkiin oldugunca fazla agiklama bilgisi eklenir. MS-
Digest programi kullanilarak kullanilan enzimlere karsilik agiga cikabilecek
peptitlerin belirlenen protein molekiiler agirliklari, LC/Q-TOF/MS analizi sonuglari
eslestirilerek peptitler tanimlanmistir. Bu program California Universite’nin gizli

ve tescilli Urtinudiir.

3.3.10. Biyoaktif peptitlerin tahmini

PeptideRanker, biyoaktif peptitlerin tahmini i¢in bir sunucudur. Peptitlerin
biyoaktivite skorlari, peptitin biyoaktif olma olasiligina goére PeptideRanker
sunucusunda belirlenir. Bunun biyoaktivite derecesinin bir tahmini olmadigini
belirtmek 6nemlidir. Bu yontem, bir dizi peptit arasindan biyoaktif olma olasilig1
daha yiiksek olanlar1 belirlemek i¢in yararli olabilmekte ve deneysel taramanin bu
alt kiimeye odaklanmasina olanak tanimaktadir. PeptideRanker, her peptit i¢in o
peptitin biyoaktif olma olasiligini (0 ile 1 arasinda) tahmin eder. Tahmin edilen
olasilik 1'e ne kadar yakinsa, PeptideRanker, peptidin biyoaktif oldugundan o kadar
emin olur (Mooney et al., 2012).

3.3.11. Istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizi. IBM SPSS Stastics 25 programi kullanilarak tek
yonlii ANOVA, Tukey ve Duncan ¢oklu karsilastirma metotlar1 ile p < 0.05 6nem
seviyesinde degerlendirilmistir. ikili karsilastirmalar ise Student’s t-testi ile p <

0.05 6nem seviyesinde degerlendirilmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Protein Analizleri

Mercimegin protein miktar1 21.20 = 0.29 g/100 g olarak saptanmistir.

Mercimek i¢in hesaplanan protein miktar1 literatiirde mercimek i¢in belirtilen
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protein degerlerine gore (%26.59 ve %27.30) (Barbana et al., 2013; Aryee and
Boye, 2016) daha diisikk bulunmustur. Mercimek proteini izolatinda ise BCA
analizi ile saptanan protein miktar1 %65 olarak bulunmustur. Hernandez et al.,
(2020) mercimek proteini izolatindaki protein miktarinin %75 oldugunu

bildirmistir.

Pismis mercimek, un haline getirilmis mercimek ve protein izolati
orneklerinin mide sindirimi boyunca 5 farkli (2, 10, 20, 30, 60. dakika) siirede BCA

analizi ile elde edilen protein degerleri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4 Orneklerin protein miktarlar1 (mg/mL)

Ornek Sindirim Mide Mide Mide Mide Mide
protokolil 2. dakika 10. dakika | 20.dakika | 30.dakika | 60. dakika
Un Aclik 1.92+0.16 | 1.93+0.65% | 1.97+0.19% | 1.83+0.232 | 2.19+0.232
) durumu
Tokluk 13.28+1.462 | 13.0542.40% | 13.20+2.092 | 13.11£1.702 | 16.054+2.372
durumu
Bebek 8.5242.38% | 10.61£1.55% | 12.97+2.352 | 13.03+3.62% | 12.97+2.822
Pismis Aclik 0.77+0.18% | 0.70+0.212 | 0.85+0.112 | 1.10+0.232 | 1.36+0.17°
mercimek | durumu
(PM) Tokluk 1.34+£0.25% | 1.57£0.45% | 1.68+0.532 | 1.80+0.222 | 1.96+0.312
durumu
Bebek 1.29+£1.00% | 1.59+0.94% | 1.594+0.86% | 1.72+1.14% | 2.08+1.222
Mercimek | Aclik 0.54+0.112 | 0.58+0.12 0.584+0.028 | 0.54+0.15% | 0.66+0.052
Protein durumu
izolat1 Tokluk 0.82+0.402 | 0.98+0.40% | 0.98+0.442 | 1.16+0.442 | 1.27+0.542
(MPT) durumu
Bebek 0.27+0.202 | 0.33+£0.342 | 0.35+0.36% | 0.37+0.35% | 0.45+0.432

&b Aym satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi gdstermektedir (p<0.05).

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Proteinin makromolekiiler yapisinin, peptit baglar1 sayisinin ve belirli dort
amino asit (sistein, sistin, triptofan ve tirozin) varhiginin BCA ile kompleks
olusumundan sorumlu oldugu bildirilmektedir (Wiechelman, 1988). Pismis
mercimegin aglik durumundaki in vitro mide sindirimi disinda diger tiim 6rneklerin
mide sindirimleri siirecinde farkli zamanlarda alinan sindirim karisimlarindaki
protein miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0.05). Ancak pismis mercimegin aclik durumunda 60 dakikalik mide sindirimi
sonrasinda diger siirelere kiyasla daha yiiksek protein miktart saptanmistir

(p<0.05). Bu durum, gidanin tamponlama etkisi ile birlikte aglik durumu mide

kosullarin1 pH 1.2°den pepsin enzimi aktivitesi i¢in optimum deger olan pH 2-3
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civarina yaklastirarak, enzimin aktivitesi dolayistyla protein hidrolizinin arttirmasi

sebebiyle meydana gelmis olabilir. Tim siireler igin protein sonuglar
degerlendirildiginde in vitro mide sindirimi boyunca pepsin enzimi varliginda
gerceklesen proteoliz nedeniyle protein artist olmustur. Mide sindiriminin
baslangicinda (2. dakika) sindirimin yeni basladig1 diisliniildiigiinde protein
degerlerinin mide sindiriminin bitimine (60. dakika) dogru artmasi beklenen bir

durumu olusturmaktadir.

Orneklerin in vitro mide sindirim ortamindaki baslangi¢ protein miktarlar1 ve

mide sindirimi sirasinda agiga ¢ikan ylizde degerleri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5 Orneklerin in vitro mide sindirimi sirasinda ortamdaki ¢dziiniir protein

miktar1 (%)

Ornek | Sindirim | Mide In vitro mide sindirimi sirasinda ortamdaki ¢dziiniir protein miktari (%)
protokolii | baslangicinda
protein
miktari _ _ _ _ _
(mg/mL) 2.dakika 10.dakika 20.dakika 30.dakika 60.dakika
Un Tokluk 26.50 50.11£5.33% | 49.25+10.12% | 49.8149.23% | 49.47+6.12° | 60.57+10.27°
durumu
Bebek 33.30 25.59+7.25% | 31.87+4.09° | 35.95+4.30% | 34.61+6.77* | 35.96+4.99%
Aglik 2.65 72.27£3.06% | 72.91+0.54* | 74.34+6.73* | 69.08+£0.63% | 82.81+6.64%
durumu
PM Tokluk 6.63 20.3+4.48° 23.74+7.98* | 25.354+8.92* | 27.15+4.05* | 29.63+5.63%
durumu
Bebek 8.35 15.45+4.77% 19.10+3.74% 19.01+2.44° 20.64+6.42° 24.91+3.812
Aglik 0.66 86.32+10.75% | 91.74+7.94* | 94.49+5.25% 103.07+3.59% | 107.99+1.41°
durumu
MPI Tokluk 1.63 50.07+10.30* | 60.44+10.01* | 60.32+12.88% | 71.37+12.84* | 77.94+10.42°
durumu
Bebek 2.05 24.40+£1.08* | 29.35+1.38* | 30.87+1.54* | 32.33+£0.51* | 40.35+1.54°
Aghk 0.81 67.28+5.28% | 72.25+2.58% | 71.88+1.48% | 66.45+15.14* | 82.03+£2.33%
durumu

&b Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi géstermektedir (p<0.05).

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

PM: Pismis mercimek; MPI: Mercimek proteini izolat:

Gida orneklerinin baslangi¢ protein miktarlari ve sindirim sonucunda BCA
analizi ile elde edilen protein miktarlar1 hesaba katilarak sindirim boyunca
baslangi¢c proteinin yiizde kacgimin ¢oziindiigii hesaplanmistir. Genel olarak
orneklerin mide sindirimi boyunca 5 farkli slirede aciga ¢ikan proteinlerin yiizdeleri

arasinda anlaml bir farklilik bulunmamistir (p>0.05). Ancak pismis mercimegin
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aclik durumunda proteinlerin tamaminin ¢oziindiigii goriilmektedir. Baslangic
protein miktarlarina kiyasla hesaplanan c¢oziinen protein ylizdeleri tiim aglik
durumu oOrneklerinde diger sindirim protokollerine gore yiliksek bulunmustur
(p<0.05). Bu durum Torcello-Gomes et al., (2020) galismasinda yer alan fistik ve
ekmek proteinleri aglik sindirimi sonuglarinin tokluk ve bebek sindirimi sonuglari

arasindaki farklilik ile paralellik gostermektedir.

Aclik durumunda, pepsin enziminin substrata erisim kolayligi ve pH
kosullarinin gidanin tamponlama etkisi ile birlikte pepsin enzimi aktivitesini
optimuma yaklastirmast neticesinde proteoliz etkin gergeklesmis olabilir. Aglik
durumunda mide pH'1 yaklasik 2 veya altindadir. Yemegin yutulmasi sirasinda,
6gliniin tampon kapasitesine bagli olarak pH yiikselir. Bundan sonra, hidroklorik
asit salgilanmasi nedeniyle pH giderek diiser. Asidin kat1 bir gida bolusuna yavas
niifuz etmesi, bolusun i¢ kisminda uzun stireli yiiksek pH ile sonuclanir. Tim
bunlar, mide bosalmasi sirasinda Ogiiniin farkli fraksiyonlarmin farkli pH
degerlerine ve enzim aktivitelerine maruz kaldigi anlamina gelir (Minekus et al.,
2014). Tokluk sindirimi mide pH kosullar1 pepsin enzimi agisindan optimum pH’da
(pH:3) baslamis olsa da gidanin tamponlamasi ile birlikte pH yiikselerek
optimumdan uzaklagmaktadir. Saglikli bireylerde yemek yeme esnasinda pH 7.5’a
kadar ¢ikabilmektedir. Mide pH’s1 gidanin mideye girisinden sonra 20 dakika
icinde yiikselmeye baslamaktadir Dolayisiyla aglik durumuna gore tokluk
durumunda proteoliz etkinligi mide sindirimi sonuna dogru azalabilir (Comak

Goger vd., 2016).

Mide agsamasindan sonra bagirsak sindirimine gecen tiim 6rneklerin protein
degerleri incelendiginde ise pigsmis mercimek icin saptanan protein miktarlarinin

daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 5).
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Sekil 5 Orneklerinde ince bagirsak sindirimi sonunda saptanan protein miktarlari
(mg/mL)

AUN: A¢lik durumunda mercimek unu sindirimi; TUN: Tokluk durumunda mercimek unu sindirimi;

BUN: Bebek sindirim kosullarinda mercimek unu sindirimi

Mide sindirimini takiben gerceklesen bagirsak sindiriminde bagirsaktaki
proteazlar (pankreatin, tripsin ve kimotripsin) varligi ile gergeklesen proteoliz de
protein miktarinda artis saglamistir. Tokluk ve bebek sindirim sivilarinda
doygunluk (sindirim s1visinin mL’si basina gida) aglik durumundaki sindirime gore
daha ytiksektir. Bebek bagirsak sindiriminin gergeklestigi tiim Orneklerde diger
sindirim protokollerine goére protein miktar1 diisiik bulunmustur. Bebek
sindirimindeki proteolizin etkinligi, sindirim kosullar1 (pH kosullari, sindirim
stvist:gida orani, enzim:substrat erisimi vb.,) sebebi ile daha diisiikk sonuclanmis

olabilir (Menard et al., 2018; Torcello-Gomez et al., 2020).

4.2. Protein Hidroliz Derecesi (HD)

Pismis mercimek, mercimek unu ve protein izolati Orneklerinin mide
sindirimi boyunca 5 farkli (2, 10, 20, 30 ve 60 dakika) siirede aciga ¢ikan amino
gruplarinin spektrofotometrik 6l¢iimiine dayanan o-fitaleldahit (OPA) metodu ile
elde edilen protein hidroliz dereceleri (HD) Tablo 6’da verilmistir. Mercimek

ununun aglik kosullarindaki mide sindirimi sirasinda igerdigi proteinlerin %3.74 +
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2.50 diizeyinde hidrolize oldugu saptanmistir. Tokluk durumunda ise bu degerin
%358.90 £ 3.53’¢ kadar yiikseldigi ve mide sindiriminin 20. dakikasindan sonra
hidroliz derecesinin %50 nin iizerinde oldugu belirlenmistir. Tiim 6rnekler ve tiim
in vitro mide sindirim kosullar1 kiyaslandiginda en yiiksek hidroliz derecesi
mercimek ununun tokluk durumundaki sindirimi i¢in elde edilmistir (p<0.05).
Aglik durumu mide sindirimi kosullarinda un ve pigsmis mercimek proteinlerinin
hidrolizi tokluk durumundaki sindirim kosullarina goére daha diisiik olarak
saptanmistir. Un ve pismis mercimek drneklerinin aclik ve tokluk sindirimi hidroliz
degerleri arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Ancak mercimek protein
izolatt i¢in aglik ve tokluk sindirim degerleri arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir (p>0.05).

Tablo 6 Orneklerin protein hidroliz dereceleri (%)

Ornek Sindirim | Mide Mide Mide Mide Mide
protokolii | 2. dakika 10. dakika 20. dakika 30. dakika 60. dakika
Un Aclik 2.97+1.632 | 3.40+£2.108 | 3.5242.40% | 3.63+2.63% | 3.74+2.502
) durumu
Tokluk 38.65+2.332 | 39.30+1.342 | 50.8442.94° | 51.50+1.44° | 58.90+3.53"
durumu
Bebek 22.45+£4.06% | 23.0944.112 | 25.09+£2.86% | 26.35+4.78% | 30.30+1.452
Pismis Aclik 1.78+0.63% | 1.76:£0.842 1.91£1.042 1.90+0.992 | 2.42+1.232
mercimek | durumu
(PM) Tokluk 8.64+2.04% | 8.00+£1.64% | 8.17+1.64% | 8.79+1.322 12.78+3.072
durumu
Bebek 25.77£3.092 | 23.8042.64% | 24.83+£2.52% | 26.29+1.16% | 26.51+2.272
Mercimek | Aglik 28.05+£0.122 | 29.85+0.242 | 31.05+0.10% | 31.95+0.142 | 35.25+0.212
Protein durumu
izolat1 Tokluk 12.3+0.40% | 29.5540.13° | 30.15+0.12P | 31.35+0.15" | 35.55+0.20°
(MPT) durumu
Bebek 28.5+0.17% | 30.45+0.23% | 28.05+£0.072 | 25.8+£0.38% | 29.4+0.042

&b Aym satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklili§i gdstermektedir (p<0.05).

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Orneklerin baslangi¢ protein miktarlarnin birbirinden farkli olmas1 %HD
degerlerine de yansimistir. Bu durumdan dolay1 her 6rnegin %HD degeri artis orani
(mide sindiriminin baslangicindan (2.dakika) mide sindiriminin sonuna (60.dakika)
dogru olan %HD degerleri) hesaplanmistir. Pigmis mercimekteki proteinlerin aglik
(yetiskin) in vitro mide sindirim sonuglari incelendiginde %HD artisinin ayni
kosullardaki un 6rnegi i¢in saptanan %HD degeri artisindan daha yiiksek oldugu

gorlilmiistiir (p<0.05). Bu durum 1s1l islemin etkisini gostermesi agisindan
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onemlidir. Aynt durumun un ve pismis mercimek tokluk sindirimi %HD degerleri
arasinda gerg¢eklesmedigi ve aralarinda anlamli bir degisiklik olmadigi saptanmigtir
(p>0.005). Bebek sindirimi kosullarinda un ve pismis mercimek proteinlerinin
hidrolizi ise birbirine yakin bulunmustur. Protein izolatinin aglik kosullarindaki in
vitro mide sindirimi sirasinda igerdigi proteinlerin hidroliz artig derecesi tokluk

kosullaria gore daha yiiksek olarak saptanmustir.

Ince bagirsak drneklerinin % HD degerleri
ES:L.OOit11.47b

60 4g. 93:!:5 522
50 41.24+8.2°
37, 1417 08 T 38.75:6.96°
T 38.25+1.21°

Q%o 33.73+6.060 36.75:131* L 3600+1.25°
<
330

20

10

0
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Sekil 6 Ince bagirsak in vitro sindirim drneklerinin % HD degerleri

70

&b Farkli harfler aym gida igin in vitro ince bagirsak sindirimi sonundaki %HD degerleri arasindaki

istatistiksel olarak farklilig1 ifade eder (p<0.05).

AUN: Ac¢lik durumunda mercimek unu sindirimi; TUN: Tokluk durumunda mercimek unu sindirimi;
BUN: Bebek sindirim kosullarinda mercimek unu sindirimi; APM: A¢hk durumunda pismis
mercimek sindirimi; TPM: Tokluk durumunda pismis mercimek sindirimi; BPM: Bebek sindirimi
kosullarinda pismis mercimek sindirimi; Al: A¢lik durumunda mercimek protein izolati sindirimi;
TI: Tokluk durumunda mercimek protein izolati sindirimi; BI: Bebek sindirimi kosullarinda

mercimek protein izolati sindirimi

Mide sindirimini takiben gerceklesen ince bagirsak sindiriminde, ince
bagirsaktaki proteazlarin (pankreatin, tripsin ve kimotripsin) varligi ile gergeklesen
proteoliz neticesinde protein hidroliz derecesinde bir miktar artis gézlenmistir.
Kaur et al., (2010), simiile edilmis ince bagirsak kosullari altinda pankreatin
varliginda, mide sindiriminde sindirilmemis proteinlerin ve peptik hidrolizatlarin
daha fazla sindirildigini bildirmislerdir. Benzer bir ¢calismada unlara ve protein

izolatina mide pH'inda pepsin ve ardindan ince bagirsak pH'inda pankreatin veya
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tripsin ve o-kimotripsin eklendiginde, HD degerleri %65.5 ile %82.4 arasinda
degismistir (Aryee and Boye, 2016). Bu sonuglar bu tez ¢alismasindaki toplam
%HD (mide+bagirsak %HD degerleri) degerleri ile paralellik gostermektedir.

Mercimek protein izolatinda in vitro mide sindirimi ve ince bagirsak
sindiriminde yiiksek seyreden hidroliz degerleri matris etkisini gostermesi
acisindan onemlidir. Bu sonug, amino gruplarinin ortaya ¢iktiginin ve daha fazla
sayida hidroliz alaninin mevcudiyetinin gostergesidir. Tokluk durumunda sindirilen
mercimek proteini izolatinin mide sindirimi boyunca %HD degerinin un halindeki
mercimek ve pismis mercimege gore yaklasik 1.5 kat daha fazla artmasi, izolat elde
etme islemi sirasinda proteinde gergeklesen olasi modifikasyonlarla enzimin
proteinde baglanacag1 bolgeye erisimin kolaylasmasina bagli olabilecegi
diisiiniilmektedir. ~ Aym1 sekilde proteolitik enzimlere karst daha yiiksek
duyarliligin, pisirme islemi ve protein izolati elde edilmesinde kullanilan yontemin
yarattig1 protein yapisindaki degisiklikler nedeniyle meydana gelmis olabilecegi
daha 6nce agiklanmistir. (Santos-Hernandez et al., 2020). Mide asamasindan sonra
ince bagirsak sindirimine gegen Orneklerin protein hidroliz dereceleri
incelendiginde bebek sindirimi kosullarinda mercimek unu i¢in saptanan %HD
degerlerinde yiiksek bir artis goriilmektedir. Bu artigin bebek sindirimi bagirsak
kosullarinin, yetiskin kosullarina benzerlik gostermesinden kaynaklandigi

sOylenebilir.
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Sekil 7 Mercimek ununda mide sindirimi boyunca ag¢iga ¢ikan serbest amino gruplari
(a) bebek sindirimi (b) aclik durumu (c¢) tokluk durumu
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Sekil 8 Pigmis mercimekte mide sindirimi boyunca agiga ¢ikan serbest amino gruplari
(a) bebek sindirimi (b) tokluk durumu (¢) aglik durumu
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Sekil 9 Mercimek proteini izolatinda mide sindirimi boyunca agiga ¢ikan serbest
amino gruplar (a) aglik durumu (b) tokluk durumu (c) bebek sindirimi

Her bir 6rnegin mide sindirimi siirelerinde OPA analizi ile belirlenmis serbest
amino gruplarinin miktarlart Sekil 7, 8 ve 9°da verilmistir. Grafik egimleri dikkate
alinirsa mide siiresi boyunca gergeklesen hidroliz hakkinda yorum yapilabilir.
Hidrolizde en fazla artis tokluk durumunda mercimek proteini izolatinda, en diisiik
artis ise bebek sindirimi kosullarinda mercimek proteini izolatinda gerceklesmistir.
Mercimek unu ve pigsmis mercimek drneklerinde protein hidrolizi, aclik durumunda
tokluk durumuna gore daha sabit hizda ilerlemistir. Midede gergeklesen hidroliz
seyrinin daha sabit ilerlemesi proteinlerin midede kalma siirelerinin daha uzun
oldugunu yani yavas sindirildiginin gostergesidir. Bu durumda midede sindirimin
etkin gerceklesmedigi ve dolayisiyla sindirime direngli ve alerjen proteinlerin
kaldig1 yorumu yapilabilir (Asero et al., 2001; Thomas et al., 2004; Luo et al.,
2015).

Orneklerin aglik ve tokluk durumunda midedeki ortalama hidroliz degerinden
ince bagirsak sonunda toplam %HD degerine olan artig oran1 dikkate alindiginda,
pismis mercimegin un halindeki mercimege gore ~%8 daha fazla hidrolize oldugu
Tablo 6 ve Sekil 6’daki HD degerlerinden hesaplanmistir. Carbonaro et al., (2012)
baklagil protein sindirilirligini 1s1l islem tarafindan indiiklenen yapisal

degisikliklerle iligskilendirmis ve islenmemis mercimek unu proteinlerindeki yiiksek
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B-tabaka igeriginin protein sindirilirligi ile ters orantili oldugunu 6ne siirmiistiir.
Vanga et al., (2015) protein sindirilirligindeki artis1, 1s1l iglem ile proteinin ikincil
yapisinda olusan degisikliklere baglamistir. Calismamizda bebek sindiriminde 1s1l
islemin olumlu etkisi goriilmemistir. Genel olarak tiim sindirim sonuglarina
bakildiginda ise 1sil islem sindirimde ¢ok Onemli bir etki gdstermemistir. Bu
durumu destekleyen bir caligmada ise pisirme kaynakli protein agregasyonu
nedeniyle hem mide hem de bagirsak sindiriminde proteinlerin sindirilirliginin

onemli o6l¢iide azaldig: bildirilmistir.

Ancak, 1s1l islem protein sindirilirligini azaltan proteaz inhibitdrlerini de
inaktive ederek protein sindirilirliginin artmasini saglamaktadir. Genel olarak,
pisirme ve protein ekstraksiyonunun, sonradan sindirilirlige olumlu katkida
bulunabilecek anti-nutrisyonel bilesikleri azalttigi bildirilmistir (Aryee and Boye.,
2016). Daha 6nceden yapilmis birkag ¢alisma bu durumu desteklemektedir. Tripsin
inhibitorii ve fitik asit-fosfor gibi antinutrisyonel bilesiklerin azaltilmasi ve/veya
etkisizlestirilmesinin yani sira bu bilesiklerin proteinlerle minimum etkilesimleri ve
kompleks olusumunun azaltilmasi, sindirilirligi artirmak i¢in etkili bir strateji
olarak Onerilmistir. Kirmizt ve yesil mercimek protein izolatlarinda kendi
proteinlerine kiyasla daha disiik tripsin inhibitorii degerleri bulunmustur, bu da
protein ekstraksiyon prosediirii sirasinda bazi tripsin inhibitorlerinin etkisini

kaybettigini diistindiirmiistiir (S anchez-Vioque et al., 1999).

4.3. Protein Profili

In vitro sindirim uygulanmamis mercimek protein izolat1, mercimek unu ve
pismis mercimegin protein profilleri Sekil 10’da goriilmektedir. Sindirim
uygulanmamis protein izolatinda 25, mercimek ununda 19 ve pismis mercimekte

13 protein bandi tespit edilmistir.
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Sekil 10 Sindirilmemis mercimek unu, pismis mercimek ve mercimek protein
izolat1 protein profilleri

S:Standart, UN: Mercimek unu, PM: Pismis mercimek, I: Mercimek proteini izolati, SUN:

Seyreltilmis mercimek unu, SPM: Seyreltilmis pismis mercimek

ki goriintii incelendiginde una gore 1s1 etkisiyle pismis mercimek
proteinlerinin molekiiler agirlik (kDa) dagilimimin kiiglildigti gortilmektedir. Isil
islem etkisi ile biiylik molekiiler agirlikli proteinler parcalanmistir. Mercimek
proteini izolatinin protein profilinin ise genis bir aralikta oldugu goriilmektedir.
[zolat elde etme islemi sayesinde un ve pismis mercimege gdre genis aralikta

dagilim gdstermistir (Tablo 7).

Tablo 7 Sindirilmemis mercimek unu, pigsmis mercimek ve mercimek protein izolati

protein molekiiler kiitleleri

Bant numaralari Molekiiler agirliklar

(kDa)

UN/SUN | PM/SPM MPI
1 122 77 695
2 97 72 460
3 89 48 97
4 75 34 89




50

5 69 32 82
6 57 30 70
7 45 28 55
8 48 25 56
9 42 22 50
10 36 21 48
11 33 18 43
12 32 16 40
13 30 12 38
14 25 35
15 21 32
16 19 30
17 18 27
18 15 25
19 12 21
20 20
21 18
22 16
23 12
24 10
25 <10

UN: Mercimek unu;, SUN: Seyreltilmis mercimek unu; PM: Pismis mercimek, SPM: Seyreltilmis

pismis mercimek; MPI: Mercimek protein izolati
4.3.1. Achik in vitro sindirim modeli

Aclik in vitro sindirim modelinde mercimek ununun (Sekil 11), pismis
mercimegin (Sekil 12) ve mercimek protein izolatinin (Sekil 13) protein profili
verilmistir. /n vitro gastrointestial sindirimde kullanilan pepsin enziminin
molekiiler agirhigi 34-40 kDa arasindadir. Intestinal sindirimde kullanilan
pankreatinde ¢esitli enzimler vardir. Bu enzimler riboniikleaz (13.7-14.7 kDa),
proteaz (23.8-64 kDa), tripsin (24 kDa), amilaz (51-55.4 kDa), kimotripsin (25
kDa) ve lipazdir (45-50 kDa) (Jung et al., 2014; Sigma Aldrich, 2019). Mide ve
mide-bagirsak sindirimi igin drnek igermeyen, sadece enzimlerin oldugu 6rnekler
de SDS-Page analizine tabi tutulmus ve bu bantlar incelendiginde pepsinin yaklagik
34 kDa’da bant olusturdugu, pankreatinin de 10-15 kDa, 20-25 kDa ve 50 kDa
civarinda bantlar olusturdugu belirtilmistir (Per¢in ve Karakaya, 2020). Bu tez
caligmasinda pepsin ~36 kDa, tripsin ~24 kDa, kimotripsin ~26 kDa, amilaz/lipaz ~

50 kDa ve riboniikleaz ~13 kDa Ma civarinda bant olusturmustur.
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Sekil 11 Un halindeki mercimek i¢in aglik durumunda mide ve bagirsak sindirimi

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30: Mide
30.dakika, M60: Mide 60.dakika, B: Bagirsak
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Sekil 12 Pismis mercimek i¢in aglik durumunda mide ve bagirsak sindirimi

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30: Mide
30.dakika, M60: Mide 60.dakika, B: Bagirsak
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Sekil 13 Mercimek protein izolat1 i¢in aclik durumunda sindirim

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30: Mide
30.dakika, M60: Mide 60.dakika, B.: Bagirsak

Tiim 6rneklerde mide sindiriminin ilk 2 dakikasinda Ma>45 kDa olan protein

bantlarmin net olarak goriilmedigi (bantlarin yogunlugunun cok diisiik oldugu)

belirlenmistir (Sekil 11-13).

Un halindeki mercimek igin aglik durumundaki in vitro mide sindiriminden 5
farkli stirede alinan 6rnekler i¢in saptanan protein molekiiler agirliklar1 45 kDa, 10-
15 kDa araliginda ve 10 kDa altinda olmustur. Ancak yine de 37-45 kDa arasinda
Ma’ya sahip proteinlerin varlig1 sz konusudur. Bu proteinlerin vicilin (7S, 13.8-
92.26 kDa) depo proteinleri olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica daha 6nce vicilin
depo proteinlerinde 47 kDa’a karsilik gelen alerjen bir protein bildirilmistir
(Akkardeas et al., 2012). Calismamizda her 3 6rnegin ince bagirsak sindiriminde
goriinen 45 kDa Ma'ya sahip proteinin bu protein olacagi diisiiniilmektedir.
Mercimek ununda ve pigmis mercimekte bu protein kalmistir. Dolayisiyla bu
proteinin alerjen protein olabilecegi diistiniilmiistiir. Bagirsak sindiriminde
proteoliz devam etmistir ve 50 kDa altinda (45 kDa, 34 kDa, 28 kDa, 20 kDa, 11
kDa ve 9 kDa) proteinlerin varlig: belirlenmistir (Sekil 11,12,13). n vitro mide
sindiriminde 28 kDa ve 20 kDa bantlarinin gériilmemis olmasinin ya SDS-Page’e

uygulanan mide sindirimi Orneklerindeki protein konsantrasyonunun yeterli
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olmamasindan ya da mide sindirim 6érneginde 75 kDa civarinda silik olarak izlenen

proteinin ince bagirsaktaki hidrolizinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Mercimek protein izolati sindirim 6rneklerinde midede Ma<36 kDa olan
bantlarin oldugu ancak bunlarin birbirinden belirgin olarak ayrilmadigi
goriilmektedir. Protein izolatinin sindirim profilinde 45 kDa bantinin saptanmamasi
izolatin enzimlerin etkisine daha ag¢ik oldugunu ve bu proteinin enzimler tarafindan
hidrolizinde gida matriksinin olumsuz etkisi oldugunu gostermektedir (Sekil 13).
Izolatin ince bagirsak sindiriminde pankreatin yerine kimotripsin ve tripsin
enzimleri kullanilmigir. Dolayisiyla diger drneklerdeki 50 kDa civarinda izlenen
bantlar goriilmemektedir. A¢lik sindiriminde izolatin ince bagirsak sindirimi 10-15

kDa (11 kDa, 13 kDa ve 15 kDa) arasinda protein bantlar1 saptanmistir.

4.3.2. Tokluk in vitro sindirim modeli

Sekil 14 Mercimek unu igin tokluk durumunda sindirim

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30: Mide
30.dakika, M60: Mide 60.dakika, B: Bagirsak
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M2 M10 M20 M30 750 kDa
500 kDa

50kDa «— Amilaz/lipaz
45 kDa
34 kDa

28 kDa

26 kDat—
24 kDa€— o
20 kDa Tripsin

Kimotripsin

18 kDa
15 kDa o
11kpa ¥ Riboniikleaz

9 kDa

Sekil 15 Pigsmis mercimek i¢in tokluk durumunda sindirim

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30: Mide
30.dakika, M60: Mide 60.dakika, B: Bagwrsak

Sekil 16 Mercimek protein izolati i¢in tokluk durumunda sindirim

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30: Mide
30.dakika, M60: Mide 60.dakika, B: Bagirsak

Mercimek ununun tokluk durumundaki mide sindirim Ornekleri genis
aralikta protein profili gostermistir. Sekil 14 ‘te gorildiigii gibi mide 6rneklerinde
250 kDa istii, 75-100 kDa, 30-50 kDa, 10-25 kDa arasinda yogunlagma

goriilmiistiir. Bu durum mide sindiriminde hemen hemen tiim proteinlerin
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hidrolizinin ger¢eklesmedigi ya da ¢ok sinirli oldugunu gdstermektedir. Bunun gida
matriksinin etkisi nedeniyle olabilecegini protein izolatinin tokluk durumundaki
mide sindirimi sonuglar1 da dogrulamaktadir. izolatta Ma>45 kDa olan protein
bantlarinin olmamasi bu proteinlerin pepsin enzimi ile hidrolize oldugunu
gostermektedir. Ayrica pigsmis mercimek ile kiyaslandiginda 1sil islemin de
midedeki sindirimi olumlu etkiledigi goriilmektedir. Mide sindirimini takiben ince
bagirsak sindiriminde saptanan 50 kDa ve altindaki protein bantlarinin yiiksek
molekiiler agirlikli proteinlerin hidrolizi ile olustugu diisiiniilmektedir. Un ve
pismis mercimek i¢in a¢lik durumu ince bagirsak sindiriminde 10 tane protein bandi
(sindirim enzimleri disinda 6 protein bandi), tokluk durumu ince bagirsak
sindiriminde ise 12 protein bandi (sindirim enzimleri disinda 8 protein bandi)
saptanmistir. A¢lik sindiriminde midedeki diisiik pH etkisi nedeniyle proteinlerin
agrege olabilecegi ve dolayisiyla ince bagirsaktaki proteolizin sinirlandigi
diistiniilmiistiir. Hidrojen iyonlar1 konsantrasyonunun protein stabilitesi tizerindeki
roli, asidik/bazik ac¢ilma ve proteinin pH'a bagl stabilitesi ile agiklanabilmektedir.
pH'daki degisikliklerin amiloid liflerinin olusumunu ve agregasyonu tetikledigi
gosterilmistir (Talley and Aexov, 2010). Pismis mercimegin tokluk durumundaki
sindiriminde ise, 1s1l islemin etkisi nedeniyle mercimek unundaki bazi bantlarin
kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 15). Ancak pismis mercimegin ince bagirsak
sindiriminde Ma 250 kDa {istiinde protein bantlarinin goriilmesi daha yiiksek
molekiil agirlikli 11S ve 7S globiilin alt birimlerine karsilik gelen proteinlerin 1s1l

islem etkisi ile pargalandiginin gostergesi olabilir (Barbana et al., 2013).

Mercimek proteini izolatinin tokluk mide sindiriminde 37-50 kDa ve 10
kDa’da protein bantlarinin varligr saptanmistir (Sekil 16). Ac¢lik durumu izolat
orneklerinde goriilmeyen Ma 37-50 kDa arasindaki proteinlerin tokluk
sindiriminde goriilmemesi tokluk sindirimindeki pH’ nin aclik ortamindaki pH’dan
daha ytiksek olmasina bagl daha diistik proteoliz aktivitesinden kaynaklanabilir.
Ince bagirsak sindiriminde devam eden proteoliz sonrasinda 9 kDa, 11 kDa vel5
kDa Ma’l1 protein bantlari tespit edilmistir. Un ve pigmis mercimege gore daha
kiigiik Ma ya sahip proteinler goriilmektedir. Ayrica protein profili aclik durumu

ince bagirsak sindirimindeki protein profili ile benzerdir,

4.3.3. Bebek in vitro sindirim modeli

S M2 M10 M20 M30 M60 B
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<— Amilaz/lipaz

Kimotripsin

- Tripsin

< Riboniikleaz

Sekil 17 Mercimek unu i¢in bebek sindirimi

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30:

30.dakika, M60: Mide 60.dakika, B.: Bagirsak

<— Amilaz/lipaz

4 Kimotripsin

< Tripsin

<— Ribonikleaz

Sekil 18 Pigsmis mercimek i¢in bebek sindirimi

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30:

30.dakika, M60: Mide 60.dakika, B: Bagirsak

Mide

Mide
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Sekil 19 Mercimek protein izolat1 i¢in bebek sindirimi

S: Standart, M2: Mide 2.dakika, M10: Mide 10.dakika, M20: Mide 20.dakika, M30:Mide 30.dakika,
M60: Mide 60.dakika, B: Bagirsak

Bebek sindirimine ugrayan un halindeki mercimegin SDS-Page goriintiisii
proteolizin etkin gerceklesmedigini gostermektedir (Sekil 17). Bebek mide
sindirimindeki yliksek pH (mide pH 5.3) ve diisiik enzim aktivitesi proteolizin
etkinligini diistiren etkenlerdendir. Isil iglemin proteinlerin bebek sindirim
kosullarindaki hidrolizini olumlu etkiledigi Sekil 17°deki protein bantlarinin diisiik
molekiiler agirliklarda goriilmesi desteklemektedir. Pismis mercimegin mide
sindiriminin 2. dakikasinda goriilen protein bantlar1 mide sindirimi sonuna dogru
kaybolmustur. Matris etkisini gdsteren mercimek unu mide sindirimi ile protein
izolat1 mide sindirimlerindeki protein bantlar1 incelendiginde mercimek ununda 21
protein bandi (pepsin enzimi bandi dahil) protein izolatinda ise 17 protein band1
(pepsin enzimi bandi dahil) tespit edilmistir. Mercimek ununda sindirime
ugramadan once 19 protein bandi, protein izolatinda ise 25 protein band1 saptandigi
(Tablo 7) goz oniine alindiginda protein izolatindaki protein hidrolizinin, una gore
daha etkin oldugunu sdylemek miimkiindiir. Mide sindirimini takiben gerceklesen
ince bagirsak sindiriminde proteolizin devam ettigi (sindirim enzimleri hari¢ unda

8 protein bandi, izolatta 2 protein bandi) ancak proteinlerin tamaminin hidrolize
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olmadig1 belirlenmistir. Onemli bulgu ise 42 kDa MA’l1 proteinin ve Ma<40 kDa

proteinlerin in vitro Gi sindirim sonunda hidrolize olmamasidir (Sekil 17, 18).

Literatiir incelendiginde ise sonuglar benzer goriintiiler ile desteklenmektedir.
Aryee and Boye, (2016) mercimek proteinleri mide-bagirsak sindirimini simiile
etmek i¢in pepsin ve tripsin/a-kimotripsin ile sindirime tabi tutulduktan sonra
sindirilirligi SDS-Page analizi ile aragtirmislardir. Polipeptitlerin ¢ogu, peptik
sindirimin ilk on dakikasindan sonra hidrolize olmustur. Peptik sindirimden ve
triptik ve kimotriptik sindirimin ilk on dakikasindan sonra 67 kDa'ya (7S
globulinler) karsilik gelen bazi yogun yiiksek molekiiler kiitleli polipeptidlerin
hidrolize olmamasina ragmen, sindirimin sonunda gdzlenen ana bantlar 30 kDa'nin
altinda bulunmustur. Bodylece c¢alismamizda da oldugu gibi un formundaki
proteinler daha az hidrolize olmus ve yiiksek molekiiler agirliga sahip protein
bantlar1 (6zellikle 7S-globulinler) sindirime karst direngli oldugu yorumu
yapilmigtir. Buna karsilik, protein konsantrelerindeki 7S globulinleri, bagirsak
sindirim asamasinin baslangicinda ¢ok hizli bir sekilde tamamen hidrolize
olmustur. Un formunda mercimek proteinlerinin sindirilmesine kars1 direng, undaki
proteinlerin matris etkisinden ve daha once belirtildigi gibi hidrolize kars1 bir
bariyer olusturmus olabilecek protein olmayan bilesiklerin varligindan

kaynaklanabilmektedir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde mercimek proteinlerinin SDS-Page
goriintiilerinde molekiil agirliklar: 15 ila 97 kDa arasinda degisen ¢ok sayida protein
band1 belirlenmistir. Merkaptoetanol varliginda sirasiyla 11S globulinin bazik ve
asidik alt birimlerine karsilik gelen 25 ve 43 kDa araliginda ana bantlar agiga
cikmistir. Dahasi, mercimek proteini izolat1 i¢in gézlemlenen en yogun bantlardan
ikisi, sirastyla vicilin (48 kDa) ve convicilin'i (63 kDa) temsil eden 50 ve 65 kDa’lik
bantlar olmustur (Barbana et al., 2013). Bu bant araligi ¢alismamizdaki protein
izolat Orneklerinde de tespit edilmistir. Albiimin polipeptitleri, gama-vicilin
ve/veya depolama proteinlerinin translasyon sonrast boéliinmesinden gelen
polipeptitlerin bir karisimi olan 20 kDa'min altindaki diisitk molekiiler agirlikli
bantlarin da gézlendigi bildirilmistir (Shewry et al., 2004).
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Ayrica globulinlerin mercimekteki ana proteinler oldugu ve mercimekteki
toplam ¢oziinen proteinlerin %53.90'm1 temsil ettigi rapor edilmistir (Neves and
Lourenco, 1995). Baklagil globiilinlerinin mide sindirimine direngli oldugu, ancak
ince bagirsak sindiriminde peptitlere ve amino asitlere hidrolize olduklari
bildirilmistir. Tim durumlarda, mide sindirimi sonunda biiyiik MA’l1 peptitler
proteinler (6-20 kDa) tespit edilmistir (Hernandez et al.,, 2020). Alkali
ekstraksiyonu ve ardindan izoelektrik ¢oktiirme genellikle globulin fraksiyonu
acisindan zengin protein izolatlari {iretilmesine neden olmustur (S anchez-Vioque
et al., 1999). Calismada elde edttigimiz sonuglar, mercimek proteinleri igin SDS-

Page ile protein alt birimlerinin rapor edildigi daha 6nceki ¢alismalarla uyumludur.

Tablo 8 Sindirilmemis ve sindirilmis 6rneklerin bant yogunluklari

In vitro sindirime ugramis rnekler

Sindirim AUN APM Al TUN TPM Ti BUN BPM BI
Siiresi

Mide 2.dakika | 0,1432 | 0,1452 | 0,1452 | 0,6085 | 0,1204 | 0,3326 | 0,3877 | 0,2149 | 0,1453
Mide 10.dakika | 0,1354 | 0,1317 | 0,1545 | 0,4930 | 0,1312 | 0,3098 | 0,3260 | 0,2623 | 0,1445
Mide 20.dakika | 0,1324 | 0,1302 | 0,1548 | 0,3991 | 0,1482 | 0,2954 | 0,3098 | 0,2643 | 0,1662
Mide 30.dakika | 0,1334 | 0,1322 | 0,1546 | 0,3358 | 0,1743 | 0,3005 | 0,2584 | 0,2598 | 0,1768
Mide 60.dakika | 0,1669 | 0,1390 | 0,1571 | 0,2729 | 0,2170 | 0,2755 | 0,2722 | 0,2453 | 0,1596

Bagirsak 0,2660 | 0,2568 | 0,1743 | 0,2015 | 0,5114 | 0,3666 | 0,2795 | 0,2073 | 0,1722
Sindirilmemis 6rnekler
UN 2,4080
PM 1,9512
i 2,5296

AUN: A¢lik durumunda mercimek unu sindirimi; TUN: Tokluk durumunda mercimek unu sindirimi;
BUN: Bebek sindirim kosullarinda mercimek unu sindirimi; APM: Ac¢lhk durumunda pismis
mercimek sindirimi; TPM: Tokluk durumunda pismis mercimek sindirimi; BPM: Bebek sindirimi
Kosullarinda pismis mercimek sindirimi; Al: A¢lik durumunda mercimek protein izolati sindirimi;
TI: Tokluk durumunda mercimek protein izolati sindirimi; BI: Bebek sindirimi kosullarinda

mercimek protein izolati sindivimi

Tablo 8’de drneklerin bant yogunluklari verilmistir. A¢lik kosulundaki mide
sindiriminde bant yogunlugu mide sindirimi boyunca artig gostermistir. Bu durum
protein hidrolizinin mide sindirimi boyunca gerceklestiginin gostergesidir. Benzer
olarak a¢lik kosulundaki ince bagirsak sindiriminde bant yogunlugundaki artis
devam etmistir. Tokluk durumunda ise mercimek unu mide sindirimi baglangicinda
fazla protein bandi gosterdiginden yogunluk yiiksek cikmistir. Mide sindirimi

boyunca ve ince bagirsak sindirimi sonunda proteinler pargalanmis ve dolayisiyla
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bant yogunlugu azalmistir. Pigsmis mercimek drneginde ise proteoliz mide sindirimi
boyunca devam etmis ve bant yogunlugu artmistir. Ayni sekilde proteoliz bagirsak
sindirimi boyunca da devam etmistir. Mercimek protein izolat1 6rneklerinde ise
hem mide hem de ince bagirsak sindiriminde bant yogunluklarinin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Mercimek ununda bebek mide sindirimi kosullarinda bant
yogunlugunun baglangigta yiiksek oldugu ve mide sindirimi sonuna dogru azaldigi
belirlenmistir.  Pepsin enzimi etkisinin mide sindirmi sonuna dogru arttig1
yogunlugun azalmasindan anlasilmaktadir. Pismis mercimek ve izolat ornekleri
icin ise proteoliz mide sindirim boyunca devam etmistir. Bebek bagirsak sindirimi

sonuglari beklenen yogunlugu gostermistir.

4.4. Protein Sekanslar1 LC/Q-TOF/MS Analizi

Tim oOrneklerde ince bagirsak sindirimi sonunda 5 kDa altinda kalan
fraksiyonda gergeklestirilen LC/Q-TOF/MS analizinde pik veren peptitler
tamimlanmistir.  UniProtKB veritabaninda segilmis dokuz protein, in vitro
sindirimde kullanilan enzimler secilerek MS-Digest programi tarafindan
parcalanmistir. Program tarafindan agiga ¢ikan peptitler 6rneklerde bulunan analiz
ile tanimlanmis peptitlerle eslestirilmistir ve onlara ait sekans bilgileri Tablo 9’da
gosterilmistir. Sec¢ilmis bu dokuz protein i¢in ince bagirsak sindiriminden sonra
orneklerin peptit sayilar1 belirlenmistir. Tokluk durumu mercimek proteini izolati
icin 62 tane, un icin 49 tane ve pismis mercimek i¢in 41 tane oldugu belirlenmistir.
Aglik durumu mercimek proteini izolati i¢in ise 51 tane, un i¢in 28 tane ve pismis
mercimek i¢in de 29 tane belirlenmistir. Bebek sindirimi incelendiginde un, pismis
mercimek ve izolat i¢in sirasiyla, 33, 28 ve 21 tane peptit oldugu goriilmektedir. En
fazla peptit sayisinin tokluk durumunda sindirime ugrayan orneklerde oldugu
gorliilmektedir. Bunun nedeni olarak 6zellikle mide pH ‘sinin bu proteinlerin
parcalanmasi i¢in optimuma yakin degerde olmasi sdylenebilir. Ayrica sindirim
stvisinin Ornege oraninin aclik durumu sindirimine gore daha yiiksek, bebek
sindirimine gore ise daha diisiik olmasi, enzim-substrat iligkisinin verimi ve

proteinlerin pH kosullarindaki agregasyonu agisindan énemlidir.

Tablo 9’da yer alan AOAT28, AO0AT29, AOAT30 ve AOAT33 kodlu

proteinler spesifik olmayan lipid transfer proteinleridir. Bu proteinlerin hidrolizi ile
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aciga c¢ikan peptitler, mercimek proteini izolat1 i¢in aglik ve tokluk sindirimi
sonrasinda en fazla saptanan peptitler olmasmna ragmen, bebek sindirimi
kosullarinda en az sayida saptanmustir. Spesifik olmayan lipid transfer proteinler
(nsLTP), farkl lipid molekiillerini transfer edebilen tiinel benzeri bir hidrofobik
bosluga sahip olmalari ile karakterize edilen bitkilerde bulunan ¢ok genli bir protein
ailesidir. Son c¢aligmalar, nsLTP'lerin hem biyotik hem de abiyotik streste dnemli
islevlerde rol aldigin1 géstermistir (Garcia et al., 2021). nsLTP'ler baklagillerde, yer
fistiginda ve kabuklu yemislerde ve meyvelerde bulunan alerjen olarak
tanimlanmistir. nsLTP'ler kompakt proteinlerdir ve iicilinciil yapilari, proteolitik
kosullar altinda bile stabil 4 korunmus disiilfid bag1 ile korunmaktadir. Enzim
aktivitesinin en diisiik oldugu bebek sindiriminde bu proteinlerin pargalanma
tirtinlerinin (peptitlerin) en az saptanmasi bu nedenle olabilir. nsLTP'ler, molekiiler
agirliklart 6.5 ile 10.5 kDa arasinda degisen ve izoelektrik noktalar (pI) 8.5 ila 12
arasinda degisen proteinlerdir (Sun et al., 2008; Pii et al., 2009). Bu bilgiler SDS-
Page goriintiileri ile de paralellik gostermektedir. Ayrica, bu proteinlerin izolat elde
etme isleminde pH 9°da proteinlerin ¢dzlindiiriilme asamasinda aciga ciktigi
sOylenebilir. Ek olarak diisiik molekiiler agirlikta olmalari, nsLTP'lerin, ciddi
sistemik reaksiyonlar1 baslatabilecekleri, tamamen alerjen bilesikler olarak GI
sistemin merkezi kisimlarina ulasmalarin1 kolaylastirdiklart ve bu nsLTP
alerjenlerinin 1s1sal isleme ve sindirime kars1 direngli olduklar1 bildirilmistir (Fang

et al., 2020).

P02870 ve Q93WH6 kodlu iki protein lektin olarak tanimlanmistir. Tokluk
ve bebek sindirimi sonuglar1 incelendiginde bu proteinin pismis mercimekte una
gore ~ %40 diizeyinde azalmasinin 1sil islemin olumlu bir etkisi oldugu
sOylenebilir. Mercimekte bulunan toplam proteinin %2.5’u lektinden olugsmaktadir.
Bu lektinler, dimerin her iki ucunda yer alan iki karbonhidrat baglama yerine sahip
bir homodimerde kovalent olmayan baglarla iliskili, kanonik bir B-tabaka yapiya
sahip iki protomerden olusmaktadir. Su anda, sinirh sayida yiiksek bitki lektinleri,
Uluslararast Immiinolojik Dernekler Birligi (WHO/IUIS) tarafindan agik bir
sekilde potansiyel alerjenler olarak kabul edilmistir. WHO/IUIS Alerjen
Adlandirma Alt Komitesi tarafindan potansiyel gida alerjenleri olarak atanan
lektinlerin listesinde mercimek i¢in (lens culinaris) LcA (legume lectin) alerjeni yer

almaktadir. Lektin alerjenlerinin bu resmi listesine ek olarak, diger bitki lektinleri,



62

IgE'yi baglama, mast hiicrelerini ve bazofilleri degraniile etme ve gesitli alerjik
hastalarda interlokin yanitlarini tetikleme yeteneklerinin ardindan potansiyel gida
alerjenleri olarak tanimlanmustir (Barre et al., 2020). LC/Q-TOF/MS analizine gore
en distk 0.8 kDa ve en yiiksek 1,22 kDa arasinda bu peptitlere rastlanilmistir
(Tablo 9).

Biyotik stres, bocekler ve mikrobiyal patojenler gibi zararlilarin istilasini
onleyen fenolik bilesiklerin ve patogenez ile ilgili (PR) proteinlerin olusumunu ve
birikimini indiikler. Bitki PR proteinlerinin ¢ogu asitte ¢oziiniir, diisiik molekiiler
agirlikli ve proteaz enzim inhibitorleridir. BBI'ler diisiik molekiiler agirlikli
proteinlerdir (~9000 da), 1siya dayanikli, ¢ift bash ve iki serin proteazi tripsin ve
kimotripsini bagimsiz olarak veya ayni anda inhibe etme yetene§ine sahiptir
(Herwade et al., 2021). Q8W4Y8 kodlu protein Bowman-Birk tipi proteinaz
inhibitorii olarak tanimlanmigstir. Tiim sindirim protokolleri i¢in tiim 6rneklerde
gozlemlenmistir. Aralarinda biliylik bir fark olmamasi ile birlikte bebek
sindiriminde, tokluk sindirimine gore; tokluk sindiriminde aclik sindirimine gore
daha az gozlenmistir. Asit 6zellikli ortamlarda ¢oziiniirliigiiniin yiiksek olmasi bu
peptitlerin aglik sindiriminde daha fazla agiga ¢ikmasi ile sonuglanmis olabilir. Ek
olarak, tim orneklerde bu proteinin parcalanma friinlerinin (peptitlerin) az

miktarda bulunmasi, bu proteinin proteolize diren¢ gosterdiginin kaniti olabilir.

P38414 koduna ait protein Linoleat 9S-lipoksigenaz olarak tanimlanmistir.
Bitki lipoksigenazlar1 (LOX'lar), biiyiime, yaslanma ve stresle ilgili tepkiler gibi
cesitli fizyolojik siireclerde yer alan fonksiyonel olarak c¢esitli bir dioksigenaz
smifidir (Rameshwari et al., 2015). Lipoksigenaz, dogada yaygin olarak bulunan ve
baklagil ile diger bitki hiicrelerinde bol miktarda bulunan, oksidatif reaksiyonlari
katalize eden, 90-110 kDa molekiiler agirliga sahip tek zincirli bir monomer
enzimdir. Oksidasyon sirasinda iiretilen aroma bilesikleri gidanin lezzetini ya arzu
edilen ya da istenmeyen bir sekilde etkiler (Song et al., 2016). Mercimek
fidelerinden kismen saflastirilmis LOX izoenzimleri, pH 6.0 ve 6.5 civarinda
optimum degeri gostermistir (Hilbers et al., 1995). Calismamizda tiim 6rneklerde
olmakla birlikte in vitro tokluk sindiriminde en fazla, in vitro bebek sindirimde ise

en az dlizeyde saptanmustir.
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B3F051 koduna ait protein defensin Lc-def olarak tanimlanmistir. Bitki
defensinleri, zararlilara ve patojenlere karsi bitki savunmasinda yer alan ve stres
kosullar1 altinda bitki dokularinda biriken, patogenezle ilgili proteinlerin (PRP)
genis bir ailesine aittir. Defensinler, bakteri, mantar ve viriisler dahil olmak tizere
farklt patojenlere karst antimikrobiyal aktiviteye sahip temel proteinlerdir.
Dogustan gelen bagisiklik yanitinin gelisimine katki saglarlar. Bitki defensinleri
kiiciik (45-54 amino asit kalintisi), bazik, sistein agisindan zengin proteinlerdir.
Bunlarin ¢ogu, ¢esitli bitki dokularinda eksprese edilmelerine ragmen tohumlarda
karakterize edilmistir. Bitki defensinlerinin amino asit dizileri, dort distilfid kopriisii
olusturan sekiz yapisal olarak énemli ve koruyucu sistein varligi ile karakterize
edilir. Tripsin veya kimotripsini inhibe etmezler. (Ekaterina et al., 2008; Shenkarev
et al., 2014). Bu proteinin par¢alanma tirlinleri tiim sindirim protokollerinde tiim
orneklerde belirlenmistir, aralarinda miktar olarak Onemli bir farklilik

gdzlenmemistir.

Mercimek proteinleri yaklasik %16 alblimin, %70 globulin, %11 glutelin ve
%3 prolaminlerden olusur (Boye et al., 2010). Albiiminler, glutelinler ve
prolaminler sirasiyla yaklasik 20, 17-46 ve 16-64 kDa molekiiler agirliga sahiptir
ve sirastyla her biri yaklagik 13, 4 ve 10 polipeptitten olusur (Jarpa-Parra, 2017).
2S albiiminleri, baslica hem monokotiledonlu hem de dikotiledonlu tohumlarda
bulunan ve prolamin siiper ailesine ait olan diisiilk molekiiler agirlikli ve sistein
bakimindan zengin proteinlerdir. P86782 koduna ait protein Albumin-2 olarak
tanimlanmistir. Bu proteinler 1siya ve proteolize karsi stabildir (Gupta et al., 2008).
Tim Ornekler arasinda sadece aglik durumunda sindirilen mercimek proteini

izolatinda saptanmustir.

Q8MCRG6, maturaz K olarak tanimlanmistir ve tiim 6rneklerde saptanmistir.
Maturase K (matK) bir bitki plastidial genidir. Kodladigr protein, Grup II
intronlarini birbirine baglayan bir protein olan organel intron maturazdir. Maturase
K (matk) geni, genlerin hizl1 bir sekilde evrimlesmesi, bir niikleotid ve buna karsilik
gelen amino asit seviyeleri nedeniyle bitki molekiiler sistematiginde ve evriminde
potansiyele sahip bir ilgi geni olarak ortaya ¢ikmistir (Miller et al., 2006). Bu
genlerden gelen tRNA veya protein iirlinleri, fotosentez dahil olmak iizere normal

kloroplast fonksiyonu igin gereklidir, bu da matK'nin kloroplastta 6nemli bir
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fonksiyona sahip oldugunu, 6nemli bir sekilde transkripsiyon sonrasi bir ekleme

faktorii olarak oldugunu gosterir (Michelle et al., 2007).

Acgiga c¢ikan biyoaktif peptitlerde (QS), (GQ), (GK), (VG) sekanslar
dipeptidil peptidaz 4 inhibitor, (PIL), (NS), (TL) sekanslar1 ace inhibitor peptit,
(PVL) sekans1 ADE inhibitor ve antioksidan ve (IR), (DI), (VN) sekanslari ise bu
i¢ biyoaktif 6zelligi (dipeptil peptidaz 4 inhibitér, ADE inhibitér ve antioksidan)
gostermistir (Garcia-Mora et al., 2016). Bu sekanslar ¢alismamizdaki tiim

orneklerde saptanmaistir.

Sekil 20’de LC/Q-TOF/MS analizinde belirlenen peptitlerin molekiiler
agirlik dagilimi goriilmektedir. Gortildiigii gibi bebek sindiriminde un ve pismis
mercimegin ortalama molekiiler agirlik dagilimi yiiksektir. Sindirim sirasinda
hidrolizin etkin ger¢ceklesmedigi sdylenebilir. Buna karsilik bebek sindirimi izolat
orneginde kiiciik molekiiler agirlik dagilimi goriilmektedir. Diger 6rnekler arasinda
tokluk durumu pigmis mercimek 6rneginin Ma dagilimi daha az olmustur. Sindirim
sirasinda hidroliz etkin gergeklesmis ve proteinler hidroliz olmustur. Benzer
calismada (Torcello Gomez et al.,, 2020), bebek sindirim modeli bagirsak
sindiriminde agiga ¢ikan peptitlerin diger iki sindirim modeline gore daha biiyiik
molekiiler agirliga sahip olduklar1 saptanmistir. Tokluk ve aclik yetiskin
sindiriminde peptitlerin medyan Ma degerleri genel olarak tokluk sindiriminde

biraz daha diisiiktur.
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LC/Q-TOF/MS analizinde belirlenen peptitler
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Sekil 20 LC/Q-TOF/MS analizinde belirlenen peptitlerin molekiiler agirliklarina
gore dagilimi

AUN: A¢lik durumunda mercimek unu sindirimi; TUN: Tokluk durumunda mercimek unu sindirimi,
BUN: Bebek sindirim kosullarinda mercimek unu sindirimi; APM: Ac¢hk durumunda pismis
mercimek sindirimi; TPM: Tokluk durumunda pigmis mercimek sindirimi; BPM: Bebek sindirimi
kosullarinda pismis mercimek sindirimi; Al: A¢hk durumunda mercimek protein izolati sindirimi;
TI: Tokluk durumunda mercimek protein izolati sindirimi; BI: Bebek sindirimi kosullarinda

mercimek protein izolati sindirimi

Tablo 9 LC/Q-TOF/MS analizinde belirlenen peptitler

Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangic | Son | Sekans

agirligi

(Da)
Acglik durumunda un sindirimi
AOAT33 / Pepsin 898,6321 5 12 | (L)VMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 898,6307 13 20 | (L)VMCMVVIA(P)

898,628
Q8MCR®6 / Tripsin 898,6307 194 201 | (K)KSISTFSK(I)
P38414 / Pepsin 930,6223 591 598 | (A)MEMSAVVY(K)
Q8MCRG6 / Pepsin 322 329 | (I)NPLSEHSF(K)
P49252 / Tripsin 930,622 204 210 | (K)IVEYHDR(D)
Q8MCRG6 / Pepsin 802,537 137 142 | (L)EDKFTY(L)
P38414 / Pepsin 419 427 | (L)GGVTVEGAI(Q)
Q8MCRG6 / 802,537 137 142 | (L)EDKFTY(L)
Kimotripsin 802,537 440 446 | (K)TLACKHK(S)
Q8MCR6 / Tripsin



https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=MEMSAVVY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NPLSEHSF&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=EDKFTY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=GGVTVEGAI&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=EDKFTY&
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P38414 / Pepsin 1030,5824 | 546 554 | (L)SVVHPIHKL(L)
Q8MCRG6 / Pepsin 443 451 | (A)CKHKSTVRA(F)
P38414 / Kimotripsin | 1030,5824 | 546 554 | (L)SVVHPIHKL(L)
P49252 / Tripsin 1030,583 486 495 | (K)TVRIVDGGSK(R)
Q8W4Y8 / Tripsin 1030,583 102 110 | (K)ACHNSEIEE(-)
Q8MCRG / Pepsin 955,4881 225 232 | (F)LRNQSSHL(P)
AO0AT30 / Pepsin 108 116 | (DSTTTNCNTI(K)
B3F051 / Pepsin 894,5946 1 8 (-)MEKKTVAA(L)
AOAT29 / Tripsin 894,5946 1 8 (K)LTQRNNDESLR(N)
AOAT31/ Tripsin 894,5961 91 98 (K)YCGVNIPYK(I)
P38414 / Tripsin 894,5961 1 8 (-)MASLLFGR(G)
B3F051 / Pepsin 920,6104 1 8 (-YMEKKTVAA(L)

920,7416

920,74

920,7366

920,7409

920,743
P38414 Kimotripsin 920,6104 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)

920,7416

920,74

920,7366

920,7409

920,743
Q8MCR6 / Tripsin 920,7416 447 454 | (K)STVRAFLK(R)
P02870 / Pepsin 822,3654 264 272 | (L)GGTSSSKQA(A)
AOAT31 / Pepsin 27 35 (DSCGAVTGDL(S)
Q93WHS6 / Pepsin 264 272 | (L)GGTSSSKQA(A)
AOAT31 / Pepsin 828,566 72 79 (A)ACNCMKSA(A)
P49252 / Pepsin 92 98 (DNSQTHEI(L)
Q8MCRG6 / 828,566 158 164 | (L)EILVQIL(R)
Kimotripsin
P49252 / Kimotripsin | 1346,8736 | 824 834 | (K)LTQRNNDESLR(N)
AOAT29 / Tripsin 1346,8736 | 824 834 | (K)LTQRNNDESLR(N)
P38414 / Tripsin 1346,8736 | 824 834 | (K)LTQRNNDESLR(N)
P38414 / Kimotripsin | 838,5576 751 757 | (Y)DDLAKNY(E)
P38414 / Kimotripsin | 867,7004 176 184 | (Y)LPSATPAPL(V)
AOAT31/ Tripsin 867,7004 70 77 (R)QAACNCMK(S)
Q8MCR6 / 806,5676 428 433 | (Y)RIKYIL(R)
Kimotripsin 806,5676 429 434 | (R)IKYILR(L)
Q8MCR6 / Tripsin
AOQAT30/ Tripsin 1226,2936 | 59 70 (K)YKLLAAAPTTADR(Q)
AOQAT31/ Tripsin 1615,016 70 85 (R)QAACNCMKSAASSITK(L)
Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangic | Son | Sekans

agirligy

(Da)
Aglik durumunda pismis mercimek sindirimi
AOAT33 / Pepsin 898,6306 5 12 (LYVMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 898,6284 13 20 (LYVMCMVVIA(P)

898,6316
P38414 / Pepsin 930,622 591 598 | (A)MEMSAVVY(K)
Q8MCRG6 / Pepsin 322 329 | (I)NPLSEHSF(K)
P49252 / Tripsin 930,622 204 210 | (K)IVEYHDR(D)
Q8MCRG6 / Pepsin 802,5367 137 142 | (L)EDKFTY(L)
P38414 / Pepsin 419 427 | (L)GGVTVEGAI(Q)
Q8MCR6 / 802,5367 137 142 | (L)EDKFTY(L)
Kimotripsin 802,5367 859 866 | (R)GIPNSISI(-)
P38414 / Tripsin 802,5367 440 446 | (K)TLACKHK(S)

Q8MCR6 / Tripsin



https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=SVVHPIHKL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=CKHKSTVRA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=SVVHPIHKL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=LRNQSSHL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=STTTNCNTI&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=SFPIKSKL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=GGTSSSKQA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=SCGAVTGDL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=GGTSSSKQA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=ACNCMKSA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NSQTHEI&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=EILVQIL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=DDLAKNY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=LPSATPAPL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=RIKYIL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=MEMSAVVY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NPLSEHSF&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=EDKFTY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=GGVTVEGAI&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=EDKFTY&
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P38414 / Pepsin 1030,583 546 554 | (L)SVVHPIHKL(L)
Q8MCRG6 / Pepsin 443 451 | (A)CKHKSTVRA(F)
P38414 / Kimotripsin | 1030,583 546 554 | (L)SVVHPIHKL(L)
P49252 / Tripsin 1030,583 486 495 | (K)TVRIVDGGSK(R)
Q8W4Y8 / Tripsin 1030,583 102 110 | (K)ACHNSEIEE(-)
Q8MCRG / Pepsin 955,4879 225 232 | (F)LRNQSSHL(P)
AOAT30 / Pepsin 108 116 | (DSTTTNCNTI(K)
B3F051 / Pepsin 894,5961 1 8 (-)MEKKTVAA(L)
AOAT33/ Tripsin 894,5961 91 98 | (K)YCGVNIPYK(I)
P38414 / Tripsin 894,5961 1 8 (-)MASLLFGR(G)
P02870 / Pepsin 873,4968 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Q93WH6 / Pepsin 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
P38414 / Pepsin 326 333 | (L)PTDVLSKI(S)
P02870 / Tripsin 873,4968 61 68 | (K)LTLTKAVK(S)
B3F051 / Pepsin 920,6115 1 8 (-)MEKKTVAA(L)

920,741

920,7406

920,7427
P38414 / Kimotripsin | 920,6115 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)

920,741

920,7406

920,7427
Q8MCRS6 / Tripsin 920,7406 447 454 | (K)STVRAFLK(R)
AOAT31 / Pepsin 828,5672 72 79 | (A)JACNCMKSA(A)
P49252 / Pepsin 92 98 | (DNSQTHEI(L)
Q8MCR6 / 828,5672 158 164 | (L)EILVQIL(R)
Kimotripsin
Q93WH6 / Pepsin 1220,3374
P02870 / Pepsin
P38414 / Pepsin 905,2509 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOAT31 / Pepsin 31 39 | (A)VTGDLSPCL(T)
P49252 / Pepsin 576 582 | (Y)NRTEKWA(G)
Q8W4Y8 / Pepsin 77 84 | (A)ICDKCVCAY(S)
P38414 / Kimotripsin | 905,2509 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOQAT29 / Tripsin 905,2509 14 21 | (K)GTVILMQK(N)
Q8W4Y8 / Tripsin 905,2509 1 7 (-)MVLMNKK(A)
AOAT30 / Pepsin 845,399 96 103 | (L)PGKCNVNI(P)
Q8MCRS6 / Tripsin 845,399 340 346 | (RILNRSVVR(S)
Q8W4Y8 / Pepsin 13478767 |1 12 | ()MVLMNKKAIMKL(A)
AOAT29 / Tripsin 1347,8767 | 824 834 | (K)LTQRNNDESLR(N)
P38414 / Tripsin 1347,8767 | 824 834 | (K)LTORNNDESLR(N)
P02870 / Pepsin 871,3245 5 11 | (L)QTQMISF(Y)
P49252 / Pepsin 151 158 | (I)SEIVCSSF(T)
Q93WH6 / Pepsin 5 11 | (LQTQMISE(Y)
Q93WH6 / 871,3245 5 11 | (L)QTQMISF(Y)
Kimotripsin 5 11 (LQTQMISFK(Y)
P02870 / Kimotripsin | 871,3245 603 609 | (K)NREIVNK(D)
P49252 / Tripsin
P38414 / Kimotripsin | 867,699 176 184 | (Y)LPSATPAPL(V)
AOAT31 / Tripsin 867,699 70 77 | (R)IQAACNCMK(S)
Q8MCR6 / 806,5677 428 433 | (Y)RIKYIL(R)
Kimotripsin 806,5677 1 8 (-)MASLLFGR(G)
AOAT29 / Tripsin 806,5677 429 434 | (R)IKYILR(L)
Q8MCR®6 / Tripsin
AOAT30 / Tripsin 1127,2938 | 59 70 | (KIKLLAAAPTTADR(Q)
AOAT31/ Tripsin 1615,016 70 85 | (RIQAACNCMKSAASSITK(L)
P02870 / Tripsin 817,5751 66 73 | (K)AVKSTVGR(A)
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Q8MCRG6 / Tripsin 1503,9394 | 72 84 | (K)YETSPTLISIPRK(I)
Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangi¢ | Son | Sekans

agirhigi

(Da)
Aclik durumunda protein izolat1 sindirimi
AOAT33 / Pepsin 898,6328 5 12 | (L)VMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 13 20 | (L)VMCMVVIA(P)
Q8MCRG6 / Tripsin 898,6328 194 201 | (K)KSISTFSK(I)
P38414 / Pepsin 930,6256 591 598 | (A)MEMSAVVY(K)
Q8MCRG6 / Pepsin 322 329 | (DNPLSEHSF(K)
P49252 / Tripsin 930,6256 204 210 | (K)IVEYHDR(D)
Q8MCRG6 / Pepsin 909,3914 1 8 (-)MKESQVYL(E)
P49252 / Kimotripsin | 909,3914 358 365 | (F)LENAICVF(E)
P86782 / Kimotripsin 10 17 | (F)SVLNXEAY(L)
Q8MCR6 / 1 8 (-)MKESQVYL(E)
Kimotripsin
P02870 / Pepsin 873,4968 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Q93WH6 / Pepsin 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
P38414 / Pepsin 326 333 | (L)PTDVLSKI(S)
P02870 / Kimotripsin | 873,4968 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Q93WH6 / 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Kimotripsin 873,4968 325 332 | (K)LPTDVLSK(I)
AOAT29 / Tripsin 873,4968 | 61 68 | (K)LTLTKAVK(S)
P02870 / Tripsin 873,4968 325 332 | (K)LPTDVLSK(I)
P38414 / Tripsin 873,4968 603 609 | (K)NREIVNK(D)
P49252 / Tripsin 873,4968 | 61 68 | (K)LTLTKAVK(S)
Q93WHS6 / Tripsin
Q8MCR6 / Pepsin 9274175 |1 7 (-)MKESQVY(L)
Q8MCR6 / 9274175 |1 7 (-()MKESQVY(L)
Kimotripsin
B3F051 / Pepsin 920,6096 1 8 (-)MEKKTVAA(L)

920,7412

920,7397

920,7397

920,7411

920,7455

920,7402

920,743
P38414 / Kimotripsin | 920,6096 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)

920,7412

920,7397

920,7397

920,7411

920,7455

920,7402

920,743
Q8MCRS6 / Tripsin 920,7455 447 454 | (K)STVRAFLK(R)
P38414 / Pepsin 825,4958 360 366 | (NQVDHSAW(M)

680 687 | (L)VEVGHGDL(K)
AOAT28 / Pepsin 12 18 | (A)LMCMVVI(S)
74 81 | (A)ICNCLKSSA(G)

P38414 / Kimotripsin | 825,4958 | 680 687 | (L)VEVGHGDL(K)
Q8MCRG6 / Pepsin 847,4762 325 331 | (L)SEHSFKL(L)
P02870 / Pepsin 84 91 | (W)DRDTGNVA(N)
Q93WHS6 / Pepsin 84 91 | (W)DRDTGNVA(N)
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P38414 / Kimotripsin | 847,4762 266 272 | (Y)LPRDEAF(G)
Q8MCR6 / 287 294 | (L)ASKNAPFL(M)
Kimotripsin 287 294 | (L)ASKNAPFL(M)
Q8MCR6 / 847,4762 447 454 | (R)KINATATK(A)
Kimotripsin 847,4762 828 834 | (RINNDESLR(N)
P38414 / Tripsin
P38414 / Pepsin 905,2503 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOAT31 / Pepsin 31 39 | (A)VTGDLSPCL(T)
P49252 / Pepsin 576 582 | (Y)NRTEKWA(G)
Q8W4Y8 / Pepsin 77 84 | (A)CDKCVCAY(S)
P38414 / Kimotripsin | 905,2503 1 7 (-)MVLMNKK(A)
AOAT31 / Pepsin 895,4777 1 7 (-)MARSMKL(A)
AOAT31/ 895,4777 1 7 (-)MARSMKL(A)
Kimotripsin 164 170 | (Y)QSDRIFF(A)
P38414 / Kimotripsin | 895,4777 |1 8 (-)MASLLFGR(G)
AOAT29 / Tripsin 8954777 |1 8 (-)MASLLFGR(G)
P38414 / Tripsin
Q8W4Y8 [/ Pepsin 935,1828 1 8 (-)YMVLMNKKA(I)
P38414 / Pepsin 560 567 | (Y)RDTMNINA(L)
AOAT29 / Pepsin 32 40 | (A)VTSDLSPCL(T)
AO0AT33 / Pepsin 24 32 | (A)VTSDLSPCL(T)
Q8MCRG6 / Tripsin 935,1828 290 297 | (K)NAPFLMDK(W)
AOAT30 / Pepsin 952,5997 27 36 | (A)VSCGTVTGDL(A)
AOAT29 / Tripsin 952,5997 | 621 629 | (K)DPSSPHGVR(L)
952,5997 261 268 | (R)SDTVYLPR(D)
P38414 / Tripsin 952,5997 | 621 629 | (K)DPSSPHGVR(L)
Q8MCRG6 / Pepsin 1056,5289 |1 8 (-)MKESQVYL(E)
P49252 / Pepsin 240 249 | (L)TSHOPQGPGF(Q)
Q8MCRG6 / 1056,5289 |1 8 (-)MKESQVYL(E)
Kimotripsin 240 249 | (L)TSHQPQGPGF(Q)
P49252 / Kimotripsin | 1056,5289 | 756 763 | (KINYEKAYLR(T)
AOAT29 / Tripsin 1056,5289 | 756 763 | (K)NYEKAYLR(T)
P38414 / Tripsin
AOAT30 / Pepsin 845,399 96 103 | (L)PGKCNVNI(P)
Q8MCRG6 / Tripsin 845,399 340 346 | (R)LNRSVVR(S)
P38414 / Pepsin 926,1803 353 359 | (L)KFPPPKVI(Q)
AOAT29 / Tripsin 926,1803 689 695 | (K)SATWWFK(M)
P38414 / Tripsin 926,1803 689 695 | (K)SATWWFK(M)
Q8MCRS6 / Tripsin 926,1803 412 418 | (RINLSHYYK(G)
P49252 / Pepsin 1174,6495 | 598 606 | (A)VWTKKNREI(V)
Q8MCRG6 / Pepsin 478 487 | (F)PRDSSTLERL(S)
AOAT31 / Pepsin 879,4419 1 7 (-)MARSMKL(A)
P49252 / Pepsin 569 575 | (Y)NVWVTPY(N)
AOAT31/ 879,4419 1 7 (-)MARSMKL(A)
Kimotripsin 569 575 | (Y)NVWVTPY(N)
P49252 / Kimotripsin | 879,4419 71 78 | (RIRAACNCLK(S)
AOAT28 / Tripsin 879,4419 1 7 (-)MVLMNKK(A)
Q8W4Y8 / Tripsin
Q8W4Y8 / Pepsin 902,4698 101 108 | (Y)KACHNSEI(E)
AOAT29 / Pepsin 65 72 | (AINTTPDRQA(A)
AOAT33 / Pepsin 1 9 (-)MEKKTVAAL(S)
AOAT31 / Pepsin 64 71 | (AINTTPDRQA(A)
B3F051 / Kimotripsin | 902,4698 1 9 (-YMEKKTVAAL(S)
AOQAT29 / Tripsin 902,4698 269 276 | (R)DEAFGHVK(S)
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P38414 / Tripsin 902,4698 269 276 | (R)DEAFGHVK(S)
P49252 / Pepsin 1175,5829 | 480 489 | (F)EKTSLKTVRI(V)
Q8W4Y8 / Tripsin 1175,5829 | 48 58 (K)SACCDTCLCTR(S)
P02870 / Pepsin 801,4377 42 48 (F)SPDQKNL(I)
Q93WHS6 / Pepsin 42 48 (F)SPDQKNL(I)
AOAT29 / Tripsin 801,4762 859 866 | (R)INNDESLR(N)
P38414 / Tripsin 801,4377 859 866 | (R)GIPNSISI(-)
P02870 / Kimotripsin | 801,4377 42 48 (F)SPDQKNL(I)
Q93WH6 / 42 48 (F)SPDQKNL(I)
Kimotripsin 801,4377 440 446 | (K)TLACKHK(S)
Q8MCR6 / Tripsin
AOAT29 / Tripsin 801,4377 859 866 | (R)GIPNSISI(-)
B3F051 / Pepsin 956,5567 59 66 (L)SGRCRDDF(R)
B3F051 / Kimotripsin | 956,5567 59 66 (L)SGRCRDDF(R)
B3F051 / Pepsin 878,3777 1 8 (-)MEKKTVAA(L)
AOAT29 / Tripsin 1281,8079 | 448 459 | (K)INATATKAYATR(T)
P38414 / Tripsin 1281,8079 | 448 459 | (K)INATATKAYATR(T)
Q8MCR6 / Tripsin 1281,8079 1 10 (-YMKESQVYLER(A)
P38414 / Kimotripsin | 890,4837 638 645 | (Y)ASDGLEIW(A)
AOAT29 / Tripsin 890,4837 14 21 (K)YGTVILMQK(N)
P38414 / Tripsin 890,4837 14 21 (K)YGTVILMQK(N)
Q8MCR6 / Tripsin 890,4837 122 127 | (K)YYKNFR(S)
Q8MCR6 / 1051,5371 | 99 107 | (F)SIVVEIPFF(L)
Kimotripsin
P49252 / Kimotripsin | 1346,871 250 261 | (F)QINGTSVSWANW(K)
AOAT29 / Tripsin 1346,871 824 834 | (K)LTQRNNDESLR(N)
P38414 / Tripsin 1346,871 824 834 | (K)LTQRNNDESLR(N)
AOAT30 / Tripsin 1127,2933 | 59 70 (K)IKLLAAAPTTADR(Q)
AOAT31/ Tripsin 868,5025 70 77 (R)QAACNCMK(S)
P02870 / Tripsin 817,5751 66 73 (K)AVKSTVGR(A)
Q93WHS6 / Tripsin 817,5751 66 73 (K)AVKSTVGR(A)
P02870 / Tripsin 1015,555 189 196 | (R)QEELKTLR(G)
Q8MCR6 / Tripsin 1015,555 272 279 | (K)DPNIHYVR(Y)
P49252 / Tripsin 857,4611 228 235 | (K)QSPPFGPK(Q)
P49252 / Tripsin 1503,9423 | 54 66 | (K)LAFHYIGVDDPEK(D)
Q8MCRS6 / Tripsin 1503,9426 | 362 374 | (K)KIDIIVPILPLIR(S)
Q8MCRG6 / Tripsin 1392,8767 | 140 150 | (K)FTYLNYVSDIR(I)
Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangi¢ | Son | Sekans

agirhigt

(Da)
Tokluk durumunda un sindirimi
AOAT33/ Pepsin 898,6337 |5 12 | (L)VMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 898,6317 13 20 (L)VMCMVVIA(P)

898,6286
Q8MCR6 / Tripsin 898,6331 194 201 | (K)KSISTFSK(I)
P38414 / Pepsin 930,6229 591 598 | (A)MEMSAVVY(K)
Q8MCR6 / Pepsin 322 329 | (DNPLSEHSF(K)
P49252 / Tripsin 931,6219 204 210 | (K)IVEYHDR(D)
Q8MCR6 / Pepsin 802,5358 137 142 | (L)EDKFTY(L)
P38414 / Pepsin 419 427 | (L)GGVTVEGAI(Q)
Q8MCR6 / 802,5358 137 142 | (L)EDKFTY(L)
Kimotripsin
P38414 / Pepsin 1030,5826 | 546 554 | (L)SVVHPIHKL(L)
Q8MCR6 / Pepsin 443 451 | (A)CKHKSTVRA(F)
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P38414 / Kimotripsin | 1030,5826 | 546 554 | (L)SVVHPIHKL(L)
P49252 / Tripsin 1031,5828 | 486 895 | (K)YTVRIVDGGSK(R)
Q8W4Y8 / Tripsin 1031,5828 | 102 110 | (K)ACHNSEIEE(-)
B3F051 / Pepsin 894,5953 1 8 (- )MEKKTVAA(L)
AOAT29 / Tripsin 894,5933 1 8 (-)MASLLFGR(G)
AOAT31 / Tripsin 894,5951 98 105 | (K)CGVNIPYK(I)
AOAT33/ Tripsin 894,5951 91 98 | (K)CGVNIPYK(I)
P38414 / Tripsin 894,5933 1 8 (-)MASLLFGR(G)
B3F051 / Pepsin 920,6106 1 8 (-)MEKKTVAA(L)

920,609

920,7417
P38414 / Kimotripsin | 920,6106 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)

920,609

920,7417
Q8MCRG6 / Tripsin 921,7402 447 454 | (K)STVRAFLK(R)
Q93WHS6 / Pepsin 1220,3353 | 119 130 | (A)PVDTKPQTGGGY(L)
P02870 / Pepsin 1220,3369 | 119 130 | (A)PVDTKPQTGGGY(L)
P38414 / Pepsin 905,2518 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOAT31 / Pepsin 31 39 | (A)VTGDLSPCL(T)
P49252 / Pepsin 576 582 | (Y)NRTEKWA(G)
Q8WA4Y8 / Pepsin 77 84 | (A)CDKCVCAY(S)
P38414 / Pepsin 926,5858 353 359 | (L)KFPPPKVI(Q)
AOAT29 / Tripsin 926,5858 689 695 | (K)SATWWFK(M)
P38414 / Tripsin 926,5858 689 695 | (K)ISATWWFK(M)
P38414 / Pepsin 946,4973 | 591 598 | (A)IMEMSAVVY(K)
Q8MCRG6 / Pepsin 998,5934 1 8 (-)MKESQVYL(E)

998,5928
Q8MCRG6 / 998,5934 1 8 (-)MKESQVYL(E)
Kimotripsin 998,5928
Q8MCRG6 / Pepsin 827,3806 42 48 | (L)FVENVGY(D)
AOAT33/ Pepsin 5 11 | (L)VMCMVVI(A)
AO0AT30 / Pepsin 13 19 | (L)YMCMVVI(A)
Q8MCRG6 / 827,3806 42 48 | (L)FVENVGY(D)
Kimotripsin
P49252 / Pepsin 876,4207 105 112 | (I)KSIVSDNI(H)
P49252 / Pepsin 876,5659 639 645 | (F)ELRPTNF(F)
P38414 / Pepsin 273 280 | (F)GHVKSSDF(L)
Q8MCRG6 / Pepsin 410 416 | (DSRNLSHY(Y)
P49252 / Kimotripsin | 876,4207 639 645 | (F)ELRPTNF(F)
P38414 / Kimotripsin | 876,5659 | 273 280 | (F)GHVKSSDF(L)
AOAT29 / Pepsin 8234146 |1 7 ()MARGMKL(A)
AOAT30 / Pepsin 823,3805 1 1 (-)MARSMNL(A)
B3F051 / Pepsin 1 7 (-)MEKKTVA(A)
AOAT30 / 8234146 |1 7 (-)MARSMNL(A)
Kimotripsin 823,3805 1 7 (-)MARGMKL(A)
AOAT29 / 168 174 | (W)VKDAPFF(H)
Kimotripsin
Q8MCRG6 /
Kimotripsin
AO0AT29 / Pepsin 852,3698 28 36 | (NSCGAVTSDL(S)
AQAT33 / Pepsin 20 28 | (NSCGAVTSDL(S)
AQAT29 / Tripsin 852,3698 317 324 | (R)SLYDGGIK(L)
P38414 / Tripsin 852,3698 317 324 | ®SLYDGGIK(L)
P02870 / Kimotripsin | 873,4968 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Q93WHS6 / 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Kimotripsin 873,4968 325 332 | (K)LPTDVLSK(I)
AOAT29 / Tripsin 873,4968 | 61 68 | (K)LTLTKAVK(S)
P02870 / Tripsin 873,4968 325 332 | (K)LPTDVLSK(I)
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P38414 / Tripsin 873,4968 603 609 | (K)NREIVNK(D)
P49252 / Tripsin 873,4968 61 68 | (K)LTLTKAVK(S)
Q93WHS6 / Tripsin
P38414 / Kimotripsin | 905,2518 1 7 (-)MVLMNKK(A)
AQAT29 / Tripsin 14 21 | (K)YGTVILMQK(N)
P38414 / Kimotripsin | 838,5572 751 757 | (Y)DDLAKNY(E)
P38414 / Kimotripsin | 867,6992 176 184 | (Y)LPSATPAPL(V)
Q8MCRG6 / 806,5675 428 433 | (Y)RIKYIL(R)
Kimotripsin 806,5672
806,5672 429 434 | (R)IKYILR(L)
Q8MCRG6 / Tripsin
AOAT29 / Tripsin 1108,6131 | 746 755 | (K)GTPEYDDLAK(N)
P38414 / Tripsin 1108,6131 | 746 755 | (KYGTPEYDDLAK(N)
AOAT29 / Tripsin 1406,5597 | 616 629 | (R)IGVAVKDPSSPHGVR(L)
1406,5597 | 197 208 | (R)GDGTGERQEWDR(I)
P38414 / Tripsin 1406,5597 | 616 629 | (R)IGVAVKDPSSPHGVR(L)
1406,5597 | 197 208 | (R)GDGTGERQEWDR(I)
AOAT30 / Tripsin 1227,2962 | 59 70 | (KIKLLAAAPTTADR(Q)
AOQAT31 / Tripsin 868,7 70 77 | ®QAACNCMK(S)
P02870 / Tripsin 817,575 66 73 | (K)AVKSTVGR(A)
Q93WHS6 / Tripsin 817,575 66 73 | (K)AVKSTVGR(A)
P02870 / Tripsin 999,5928 231 238 | (K)DVVPEWVR(I)
Q93WHS6 / Tripsin 999,5934 231 238 | (K\DVVPEWVR(])
Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangic | Son | Sekans
agirhigl
(Da)
Tokluk durumunda mercimek sindirimi
AOAT33 / Pepsin 8986331 |5 12 | (L)VMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 898,631 13 20 | (L)VMCMVVIA(P)
898,6283
Q8MCRG6 / Tripsin 898,6331 194 201 | (K)KSISTFSK(I)
P38414 / Pepsin 930,6219 591 598 | (A)MEMSAVVY(K)
Q8MCRG6 / Pepsin 322 329 | (DNPLSEHSF(K)
P49252 / Tripsin 931,6219 | 204 210 | (K)IVEYHDR(D)
Q8MCRS / Pepsin 802,5361 | 137 142 | (L)EDKFTY(L)
P38414 / Pepsin 802,5365 419 427 | (L)\GGVTVEGAI(Q)
Q8MCRG6 / 802,5361 137 142 | (L)EDKFTY(L)
Kimotripsin 802,5365
P38414 / Pepsin 1030,5828 | 546 554 | (L)SVVHPIHKL(L)
Q8MCR6 / Pepsin 1030,59 443 451 | (A)CKHKSTVRA(F)
P38414 / Kimotripsin | 1030,5828 | 546 554 | (L)SVVHPIHKL(L)
1030,59
P49252 / Tripsin 1031,5828 | 486 895 | (K)TVRIVDGGSK(R)
Q8W4Y8 / Tripsin 1031,5828 | 102 110 | (K)ACHNSEIEE(-)
B3F051 / Pepsin 8945951 |1 8 (-)MEKKTVAA(L)
894,5953
B3F051 / Pepsin 920,61 1 8 (-)MEKKTVAA(L)
920,6091
920,7431
920,7405
920,7402
P38414 / Kimotripsin | 920,61 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)
920,6091
920,7431
920,7405
920,7402
Q8MCRG6 / Tripsin 921,7402 447 454 | (K)ISTVRAFLK(R)
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P38414 / Pepsin 905,2515 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOAT31 / Pepsin 31 39 | (A)VTGDLSPCL(T)
P49252 / Pepsin 576 582 | (Y)NRTEKWA(G)
Q8W4Y8 / Pepsin 77 84 | (A)ICDKCVCAY(S)
P38414 / Kimotripsin | 905,2515 1 7 (-)MVLMNKK(A)
P38414 926,181 353 359 | (L)KFPPPKVI(Q)
AOAT29 / Tripsin 926,181 689 695 | (K)SATWWFK(M)
P38414 / Tripsin 926,181 689 695 | (K)ISATWWEFK(M)
Q8W4Y8 / Pepsin 902,2689 101 108 | (Y)KACHNSEI(E)
AOAT?29 / Pepsin 65 72 | (AINTTPDRQA(A)
AOAT33 / Pepsin 57 64 | (AINTTPDRQA(A)
AOAT31 / Pepsin 64 71 | (AINTTPDRQA(A)
B3F051 / Kimotripsin | 902,2689 1 9 (-)MEKKTVAAL(S)
AOAT29 / Tripsin 902,2689 269 276 | (R)DEAFGHVK(S)
P38414 / Tripsin 902,2689 269 272 | (R)DEAFGHVK(S)
P38414 / Pepsin 946,5947 591 598 | (A)AMEMSAVVY(K)
P38414 / Pepsin 948,3936 801 809 | (W)TTDSVPKEA(F)
P49252 / Pepsin 1085,6947 | 178 186 | (F)IMKESTVNIY (V)
P49252 / Kimotripsin | 1085,6947 | 178 186 | (F)MKESTVNIY (V)
Q8MCRG6 / Tripsin 1085,6947 | 251 259 | (R)EHLVKLFAK(D)
P38414 / Kimotripsin | 838,5575 751 757 | (Y)DDLAKNY(E)
P38414 / Kimotripsin | 867,7 176 184 | (Y)LPSATPAPL(V)
AOAT31 / Tripsin 868,7 70 77 | (R)IQAACNCMK(S)
B3F051 / Kimotripsin | 860,3453 1 9 (-)MEKKTVAAL(S)
Q8MCRG6 / 806,5672 428 433 | (Y)RIKYIL(R)
Kimotripsin 806,5672 429 434 | (R)IKYILR(L)
Q8MCRG6 / Tripsin
AOAT29 / Tripsin 894,5951 1 8 (-)MASLLFGR(G)
P38414 / Tripsin 894,5951 1 8 (-)MASLLFGR(G)
AOAT30 / Tripsin 1127,2946 | 59 70 | (KIKLLAAAPTTADR(Q)
AOQAT31 / Tripsin 894,5951 98 105 | (K)CGVNIPYK()
AOAT33/ Tripsin 894,5951 91 98 | (K)CGVNIPYK(I)
P02870 / Tripsin 817,5751 66 73 | (K)AVKSTVGR(A)
Q93WHS6 / Tripsin 817,5751 | 66 73 | (K)AVKSTVGR(A)
P02870 / Tripsin 999,593 231 238 | (K)DVVPEWVR(I)
Q93WHS6 / Tripsin 999,593 231 238 | (K\DVVPEWVR(])
AOAT28 / Tripsin 8794425 |71 78 | (R)RAACNCLK(S)
AQAT28 / Tripsin 1243,2657 | 45 58 | (KYGGPGPSPQCCGGVK(R)
Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangi¢ | Son | Sekans

agirhigi

(Da)
Tokluk durumunda protein izolat1 sindirimi
AOAT33/ Pepsin 898,6343 |5 12 | (L)VMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 13 20 | (LLVMCMVVIA(P)
AOAT31/ Tripsin 898,4773 | 98 105 | (K)CGVNIPYK(I)
Q8MCRG6 / Tripsin 898,6343 194 201 | (K)KSISTFSK(I)

898,6343 194 201 | (K)KSISTFSK(I)
P38414 / Pepsin 930,6255 591 598 | (A)MEMSAVVY(K)
Q8MCRG6 / Pepsin 322 329 | (DNPLSEHSF(K)
B3F051 / Pepsin 894,5968 1 8 (- )MEKKTVAA(L)
AOAT29 / Tripsin 894,5968 1 8 (-)MASLLFGR(G)
AQAT33/ Tripsin 894,5968 91 98 | (K)CGVNIPYK()
P02870 / Pepsin 873,4972 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Q93WHS6 / Pepsin 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
P38414 / Pepsin 326 333 | (L)PTDVLSKI(S)
P02870 / Kimotripsin | 873,4972 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Q93WH6 / 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Kimotripsin
AOAT29 / Tripsin 873,4972 | 325 332 | (K)LPTDVLSK(I)
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P02870 / Tripsin 873,4972 61 68 | (K)LTLTKAVK(S)
P38414 / Tripsin 873,4972 325 332 | (K)LPTDVLSK(I)
P49252 / Tripsin 873,4972 603 609 | (K)NREIVNK(D)
P38414 / Pepsin 825,4957 360 366 | (H)QVDHSAW(M)
680 687 | (L)VEVGHGDL(K)
AOAT28 / Pepsin 12 18 | (A)LMCMVVI(S)
74 81 | (A)ICNCLKSSA(G)
Q8MCRG / Pepsin 847,4776 325 331 | (L)SEHSFKL(L)
P02870 / Pepsin 847,4429 84 91 | (W)DRDTGNVA(N)
Q93WHS6 / Pepsin 84 91 | (W) DRDTGNVA(N)
P38414 / Kimotripsin | 847,4776 266 272 | (Y)LPRDEAF(G)
Q8MCR6 / 847,4429 287 294 | (L)ASKNAPFL(M)
Kimotripsin
Q8MCRG6 / 847,4429 447 454 | (R)KINATATK(A)
Kimotripsin 847,4776 828 834 | (RINNDESLR(N)
P38414 / Tripsin
P38414 / Tripsin
AOAT29 / Tripsin 847,4429 447 454 | (R)KINATATK(A)
847,4776 | 828 834 | (RINNDESLR(N)
Q93WHS6 / Pepsin 1220,3378 | 119 130 | (A)PVDTKPQTGGGY(L)
P02870 / Pepsin 1220,3374 | 119 130 | (A)PVDTKPQTGGGY(L)
P38414 / Pepsin 905,2507 | 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOAT31 / Pepsin 31 39 | (A)VTGDLSPCL(T)
P49252 / Pepsin 576 582 | (Y)NRTEKWA(G)
Q8WA4Y8 / Pepsin 77 84 | (A)CDKCVCAY(S)
P38414 / Kimotripsin | 905,2507 | 1 7 ()MVLMNKK(A)
AOQAT29 / Tripsin 905,2507 14 21 | (K)GTVILMQK(N)
AOQAT31 / Pepsin 895,4773 1 7 (-)MARSMKL(A)
AOAT31/ 895,4773 1 7 (-)MARSMKL(A)
Kimotripsin 164 170 | (Y)QSDRIFF(A)
P38414 / Kimotripsin | 895,4773 1 8 (-)MASLLFGR(G)
P38414 / Tripsin
Q8W4Y8 / Pepsin 935,1828 1 8 (-)MVLMNKKA(I)
P38414 / Pepsin 560 567 | (Y)RDTMNINA(L)
AO0AT29 / Pepsin 32 40 | (A)VTSDLSPCL(T)
AOAT33 / Pepsin 24 32 | (A)VTSDLSPCL(T)
Q8MCRS6 / Tripsin 935,1837 | 290 297 | (K)NAPFLMDK(W)
AOAT30 / Pepsin 952,5996 27 36 | (A)VSCGTVTGDL(A)
Q8MCRG6 / Pepsin 1056,5289 | 1 8 (-)MKESQVYL(E)
P49252 / Pepsin 240 249 | (L)TSHQPQGPGF(Q)
Q8MCRG6 / 1056,5304 |1 8 (-)MKESQVYL(E)
Kimotripsin 240 249 | (L)TSHQPQGPGF(Q)
P49252 / Kimotripsin | 1056,5304 | 756 763 | (K)NYEKAYLR(T)
AOAT29 / Tripsin 1056,5304 | 756 763 | (K)NYEKAYLR(T)
P38414 / Tripsin
AO0AT30 / Pepsin 845,3972 96 103 | (L)PGKCNVNI(P)
P38414 / Pepsin 926,1805 353 359 | (L)KFPPPKVI(Q)
AOAT29 / Tripsin 926,1806 689 695 | (K)SATWWFK(M)
P38414 / Tripsin 926,1809 689 695 | (K)SATWWFK(M)
AOAT31 / Pepsin 879,4419 1 7 (-)MARSMKL(A)
P49252 / Pepsin 569 575 | (Y)NVWVTPY(N)
AO0AT29 / Pepsin 823,4146 1 7 (-)MARGMKL(A)
AOAT30 / Pepsin 823,3805 1 7 (-)MARSMNL(A)
B3F051 / Pepsin 1 7 (-)MEKKTVA(A)
AOAT30/ 823,4443 1 7 (-)MARSMNL(A)
Kimotripsin
AOAT29 / 168 174 | (W)VKDAPFF(H)
Kimotripsin

Q8MCR6 /
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Kimotripsin
P38414 / Pepsin 948,386 801 809 | (W)TTDSVPKEA(F)
B3F051 / Pepsin 878,3776 1 8 (- )MEKKTVAA(L)
AOAT31/ 879,4425 71 78 | (R)RAACNCLK(S)
Kimotripsin
P49252 / Kimotripsin
P49252 / Pepsin 1120,5401 | 332 341 | (L)IPNRDCPPHA(Q)
P38414 / Pepsin 1118,2164 | 776 775 | (NTPKNDTLTDL(T)
P02870 / Pepsin 64 74 | (L)TKAVKSTVGRA(L)
Q93WH6 / Pepsin 64 74 | (L) TKAVKSTVGRA(L)
P02870 / Pepsin 855,3644 5 11 | (L)QTQMISF(Y)
Q93WH6 / Pepsin 5 11 | (L)QTQMISF(Y)
AOAT30 / Pepsin 1 7 (-)MARSMNL(A)
P02870 / Kimotripsin | 855,3644 5 11 | (L)QTQMISF(Y)
P38414 / Kimotripsin 5 11 | (L)QTQMISF(Y)
Q93WH6 / 1 7 (-)MARSMNL(A)
Kimotripsin
AOAT30/
Kimotripsin
P02870 / Pepsin 861,326 200 207 | (A)TNVLTVTL(T)
P38414 / Pepsin 303 309 | (L)QLNNPEF(N)
Q93WHS / Pepsin 200 207 | (AYTNVLTVTL(T)
P38414 / Kimotripsin | 861,326 303 309 | (L)QLNNPEF(N)
AOAT28 / 5 12 | (L)RVSCLVAL(M)
Kimotripsin
P49252 / Pepsin 1044,3443 | 20 28 | (F)TPLHTQHPL(D)
P38414 / Pepsin 228 238 | (L)GRPVLGGSSTL(P)
Q8MCRG6 / Pepsin 485 492 | (L)ERLSRNRI(W)
AOAT28 / Pepsin 94 103 | (A)TLPGKCGVRL(P)
P38414 / Kimotripsin | 920,6098 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)

920,7426

920,74

920,7458

920,7398
Q8MCRG6 / Tripsin 921,7398 447 454 | (K)STVRAFLK(R)

921,6098 447 454 | (K)ISTVRAFLK(R)
P38414 / Kimotripsin | 825,4957 680 687 | (L)VEVGHGDL(K)
P38414 / Kimotripsin | 890,4833 638 645 | (Y)ASDGLEIW(A)
P38414 / Tripsin 890,4833 | 14 21 | (K)GTVILMQK(N)
Q8MCR®6 / Tripsin 890,4833 122 127 | (K)YYKNFR(S)
AOAT29 / Tripsin 890,48 14 21 | (K)GTVILMQK(N)
P49252 / Kimotripsin | 1346,8731 | 250 261 | (F)QINGTSVSWANW(K)
AOAT29 / Tripsin 1346,8731 | 824 834 | (K)LTQRNNDESLR(N)
P38414 / Kimotripsin | 987,4732 | 754 761 | (L)AKNYEKAY(L)
P38414 / Kimotripsin | 838,5565 | 751 757 | (Y)DDLAKNY(E)
P38414 /Kimotripsin | 867,6984 | 176 184 | (Y)LPSATPAPL(V)
AOAT31 Tripsin 868,6999 70 77 | (RIQAACNCMK(S)
P49252 / Kimotripsin | 1044,3443 | 20 28 | (F)TPLHTQHPL(D)
Q8MCRG6 / 90 98 | (Y)YSQIISEGF(S)
Kimotripsin
AO0AT29 / Tripsin 933,1856 387 394 | (K)EVLSFPIK(S)
P38414 / Tripsin 933,1856 387 394 | (K)EVLSFPIK(S)
P49252 / Tripsin 931,6255 204 210 | (K)IVEYHDR(D)
AOAT29 / Tripsin 952,5996 621 629 | (K)DPSSPHGVR(L)
P38414 / Tripsin 952,5991 621 629 | (K)DPSSPHGVR(L)
AOAT29 / Tripsin 1016,5551 | 189 196 | (R)IQEELKTLR(G)
P38414 / Tripsin 1016,5551 | 189 196 | (R)IQEELKTLR(G)
Q8MCRG6 / Tripsin 1015,5551 | 272 279 | (K)DPNIHYVR(Y)
AQ0AT29 / Tripsin 1118,2164 |1 11 | ()MASLLFGRGQK(L)
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B3F051 / Tripsin 1118,2164 | 39 49 (K)YGPCIPDGNCNK(H)
P38414 / Tripsin 1118,2164 | 828 836 | (RINNDESLRNRC(Y)
P38414 / Tripsin 1118,2164 | 561 570 | (R)DTMNINALAR(N)
P38414 / Tripsin 1346,8731 | 824 834 | (K)LTQRNNDESLR(N)
AOAT29 / Tripsin 1281,8078 | 448 459 | (K)INATATKAYATR(T)
P38414 / Tripsin 1281,8078 | 448 459 | (K)INATATKAYATR(T)
P38414 / Tripsin 1281,8078 | 448 459 | (K)INATATKAYATR(T)
Q8MCRG6 / Tripsin 1282,8078 | 409 418 | (R)ISRNLSHYYK(G)
B3FO051 / Tripsin 811,3632 62 67 (R)YCRDDFR(C)
B3F051 / Tripsin 811,3771 55 61 (K)EHLLSGR(C)
AQAT30 / Tripsin 1227,2943 | 59 70 (K)IKLLAAAPTTADR(Q)
P02870 / Tripsin 817,5748 66 73 (K)AVKSTVGR(A)
Q93WHS6 / Tripsin 817,4359 66 73 (K)AVKSTVGR(A)
Q8MCRG6 / Tripsin 1392,8787 | 140 150 | (K)FTYLNYVSDIR(])
Q93WHS6 / Tripsin 874,4972 61 68 (KILTLTKAVK(S)
Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangi¢ | Son | Sekans

agirligi

(Da)
Bebek un sindirimi
AOAT33/ Pepsin 898,6275 5 12 (LYVMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 898,6281 13 20 (LYIVMCMVVIA(P)
Q8MCR6 / Tripsin 898,6307 194 201 | (K)KSISTFSK(I)
P38414 / Pepsin 930,6178 591 598 | (A)MEMSAVVY (K)
Q8MCR6 / Pepsin 322 329 | (I)NPLSEHSF(K)
B3F051 / Pepsin 894,5968 1 8 (-)MEKKTVAA(L)
AOAT29 / Tripsin 894,5968 1 8 (-)MASLLFGR(G)
AOAT29 / Tripsin 894,5698 91 98 (K)YCGVNIPYK(I)
B3F051 / Pepsin 920,6099 1 8 (-)MEKKTVAA(L)

920,7415

920,7383
P38414 / Kimotripsin | 920,6099 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)

920,7415

920,7383
Q8MCRS6 / Tripsin 921,7416 | 447 454 | (K)STVRAFLK(R)
P38414 / Pepsin 905,2515 | 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOAT31 / Pepsin 31 39 | (A)VTGDLSPCL(T)
P49252 / Pepsin 576 582 | (Y)NRTEKWA(G)
Q8W4Y8 / Pepsin 77 84 (A)CDKCVCAY(S)
P38414 / Kimotripsin | 905,2515 1 7 (-)MVLMNKK(A)
AOQAT29 / Tripsin 14 21 (K)GTVILMQK(N)
AOAT29 / Tripsin 905,252 14 21 (K)GTVILMQK(N)
P38414 / Tripsin 905,252 14 21 (K)GTVILMQK(N)
AO0AT30 / Pepsin 952,5991 27 36 (A)VSCGTVTGDL(A)
AO0AT29 / Tripsin 952,5991 621 629 | (K)DPSSPHGVR(L)
P38414 / Tripsin 952,5991 621 629 | (K)DPSSPHGVR(L)
P38414 / Pepsin 926,1808 353 359 | (L)KFPPPKVI(Q)
AO0AT29 / Tripsin 926,1806 689 695 | (K)SATWWFK(M)
P38414 / Tripsin 926,1809 689 695 | (K)SATWWFK(M)
Q8W4Y8 / Pepsin 902,269 101 108 | (Y)KACHNSEI(E)
AOAT29 / Pepsin 65 72 | (AINTTPDRQA(A)
AOAT33/ Pepsin 57 64 | (AINTTPDRQA(A)
AOAT31 / Pepsin 64 71 | (AINTTPDRQA(A)
B3F051 / Kimotripsin | 902,269 1 9 (-YMEKKTVAAL(S)
AQAT29 / Tripsin 902,269 269 276 | (R)DEAFGHVK(S)
Q8MCR6 / Pepsin 827,5096 | 42 48 | (L)FVENVGY(D)
AOAT33/ Pepsin 5 11 | (L)VMCMVVI(A)
AO0AT30 / Pepsin 13 19 (L)VMCMVVI(A)
Q8MCR6 / 827,5096 42 48 (L)FVENVGY (D)

Kimotripsin
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P49252 / Pepsin 1085,3048 | 178 186 | (F)IMKESTVNIY (V)
P49252 / Kimotripsin | 1085,3048 | 178 186 | (F)IMKESTVNIY (V)
Q8MCRG6 / Tripsin 1085,304 251 259 | (R)EHLVKLFAK(D)
P02870 / Pepsin 871,5356 5 11 | (L)YQTQMISF(Y)
P49252 / Pepsin 151 158 | (I)SEIVCSSF(T)
Q93WHS6 / Pepsin 5 11 | (L)QTQMISF(Y)
Q93WH6 / 871,5356 5 11 | (L)YQTQMISF(Y)
Kimotripsin 5 11 (L)YQTQMISF(Y)
P02870 / Kimotripsin 603 609 | (K)NREIVNK(D)
P49252 / Tripsin
P49252 / Pepsin 813,4347 374 380 | (W)RHTETGI(P)
AOAT30 / Pepsin 85 92 | (DNNLNPGNA(A)
P02870 / Pepsin 1241,2654 | 230 239 | (L)KDVVPEWVRI(G)
AOAT33 / Pepsin 1 11 | (-()CVVLVMCMVVI(A)
Q93WHS6 / Pepsin 230 239 | (L KDVVPEWVRI(G)
P38414 / Pepsin 1022,672 838 846 | (Y)GPVKMPYTL(L)
P38414 / Kimotripsin | 1022,672 838 846 | (Y)GPVKMPYTL(L)
AOAT28 / 1 9 (-)MASLRVSCL(V)
Kimotripsin
Q8MCRG6 / Tripsin 1023,672 3 10 | (K)ESQVYLER(A)
P38414 / Kimotripsin | 867,7005 176 184 | (Y)LPSATPAPL(V)
AOAT31 / Tripsin 868,6999 70 77 | (RIQAACNCMK(S)
P49252 / Tripsin 1234,6925 | 592 602 | (R)IGDDTLAVWTKK(N)
B3F051 / Kimotripsin | 1241,2654 | 1 11 | ()MEKKTVAALSF(L)
AOAT30 / Tripsin 1227,2925 | 59 70 | (KIKLLAAAPTTADR(Q)
AOAT31 / Tripsin 1615,012 70 85 | (RIQAACNCMKSAASSITK(L)
Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangic | Son | Sekans

agirligi

(Da)
Bebek pigmis mercimek sindirimi
AOAT33 / Pepsin 898,6282 5 12 | (L)VMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 13 20 | (LYVMCMVVIA(P)
Q8MCRS6 / Tripsin 898,6307 194 201 | (K)KSISTFSK(I)
Q8MCRG6 / Pepsin 955,4885 225 232 | (F)LRNQSSHL(P)
AOAT30 / Pepsin 108 116 | (DSTTTNCNTI(K)
B3F051 / Pepsin 920,7422 |1 8 (-()MEKKTVAA(L)

920,7371
P38414 / Kimotripsin | 920,7422 | 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)

920,7371
Q8MCRS / Tripsin 921,7416 | 447 454 | (K)STVRAFLK(R)
Q93WHS6 / Pepsin 1220,3364 | 119 130 | (A)PVDTKPQTGGGY(L)
P02870 / Pepsin 119 130 | (A)PVDTKPQTGGGY(L)
P38414 / Pepsin 905,2518 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOAT31 / Pepsin 31 39 | (A)VTGDLSPCL(T)
P49252 / Pepsin 576 582 | (Y)NRTEKWA(G)
Q8W4Y8 / Pepsin 77 84 | (A)ICDKCVCAY(S)
Q8MCRG6 / Pepsin 1056,2697 |1 8 (-)MKESQVYL(E)
P49252 / Pepsin 240 249 | (L)TSHOPQGPGF(Q)
P38414 / Pepsin 926,1809 353 359 | (L)KFPPPKVI(Q)
AOAT29 / Tripsin 926,1806 689 695 | (K)SATWWFK(M)
P38414 / Tripsin 926,1809 689 695 | (K)SATWWFK(M)
Q8MCRS / Pepsin 827,5087 | 42 48 | (L)FVENVGY(D)
AOAT33 / Pepsin 5 11 | (L)VMCMVVI(A)
AOAT30 / Pepsin 13 19 | (LHVMCMVVI(A)
P49252 / Pepsin 1085,304 | 178 186 | (F)MKESTVNIY(V)
P49252 / Kimotripsin | 1085,304
Q8MCRS / Tripsin 1085,304 | 251 259 | (R)JEHLVKLFAK(D)
P49252 / Pepsin 1055,2705 | 525 534 | (L)VVVNPNIKTA(V)
AOAT31 / Pepsin 107 116 | ()STSTNCNTVK(-)
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Q8MCR6 / 1056,2697 | 1 8 (-)MKESQVYL(E)
Kimotripsin 240 249 | (L)TSHQPQGPGF(Q)
P49252 / Kimotripsin | 1056,2697 | 756 763 | (KINYEKAYLR(T)
AOAT29 / Tripsin 1056,2697 | 756 763 | (KINYEKAYLR(T)
P38414 / Tripsin
P49252 / Pepsin 1080,6527 | 620 628 | (hHHVPAQEDF(P)
P02870 / Kimotripsin | 1080,6527 | 264 275 | (L)GGTSSSKQAADA(-)
Q93WHE6 /
Kimotripsin
Q8MCRG6 / 1080,6527 | 435 444 | (R)LSCIKTLACK(H)
Kimotripsin
Q8MCR6 / Tripsin
P38414 / Kimotripsin | 905,2518 1 7 (-)MVLMNKK(A)
AOAT29 / Tripsin 905,252 14 21 | (K)GTVILMQK(N)
P38414 / Tripsin 905,252 14 21 | (K)GTVILMQK(N)
Q8MCR6 / 827,5087 42 48 | (L)FVENVGY(D)
Kimotripsin
P38414 / Kimotripsin | 867,6999
AOQAT31 / Tripsin 868,6999 70 77 | (R)IQAACNCMK(S)
AOAT30 / Tripsin 1227,2909 | 59 70 | (KIKLLAAAPTTADR(Q)
AOAT31 / Tripsin 1615,012 | 70 85 | (RIQAACNCMKSAASSITK(L)
B3F51 / Tripsin 1485,9453 | 39 52 | (K)YGPCIPDGNCNKHCK(E)
P49252 / Tripsin 1504,9461 | 72 84 | (K)YETSPTLISIPRK(I)
Q8MCRS / Tripsin 13928762 | 140 150 | (K)FTYLNYVSDIR(I)
Q8MCRS6 / Tripsin 1503,9461 | 362 374 | (K)KIDIIVPILPLIR(S)
Protein kodu / Enzim | Molekiiler | Baslangi¢ | Son | Sekans

agirhigl

(Da)
Bebek protein izolat1 sindirimi
AOAT33/ Pepsin 8986326 |5 12 | (L)VMCMVVIA(P)
AOAT30 / Pepsin 13 20 | (LYVMCMVVIA(P)
Q8MCRG6 / Tripsin 898,6307 194 201 | (K)KSISTFSK(I)
P38414 / Pepsin 930,6246 591 598 | (A)IMEMSAVVY(K)
Q8MCRG6 / Pepsin 322 329 | (DNPLSEHSF(K)
P02870 / Pepsin 873,4955 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Q93WHS6 / Pepsin 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
P38414 / Pepsin 326 333 | (L)PTDVLSKI(S)
P02870 / Kimotripsin | 873,4955 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Q93WHS6 / 230 236 | (L)KDVVPEW(V)
Kimotripsin 873,4955 325 332 | (K)LPTDVLSK(I)
AOAT29 / Tripsin 873,4955 61 68 | (K)LTLTKAVK(S)
P02870 / Tripsin 873,4955 603 609 | (K)NREIVNK(D)
P49252 / Tripsin 873,4955 | 61 68 | (K)LTLTKAVK(S)
Q93WHS6 / Tripsin
B3F051 / Pepsin 920,6097 1 8 (-)MEKKTVAA(L)

920,7398

920,742
P38414 / Kimotripsin | 920,6097 390 397 | (L)SFPIKSKL(D)

920,7398

920,742
Q8MCRG6 / Tripsin 920,7416 447 454 | (K)ISTVRAFLK(R)
Q8MCRG6 / Pepsin 847,4429 325 331 | (L)SEHSFKL(L)
P02870 / Pepsin 84 91 | (W)DRDTGNVA(N)
Q93WHS6 / Pepsin 84 91 | (W)DRDTGNVA(N)
P38414 / Kimotripsin | 847,4429 266 272 | (Y)LPRDEAF(G)
Q8MCR6 / 287 294 | (L)ASKNAPFL(M)
Kimotripsin 287 294 | (L)ASKNAPFL(M)
Q8MCR6 / 847,4429 447 454 | (R)KINATATK(A)
Kimotripsin 847,4429 828 834 | (RINNDESLR(N)
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AOAT29 / Tripsin 847,4429 447 454 | (R)KINATATK(A)
847,4429 828 834 | (RINNDESLR(N)
P38414 / Tripsin
Q93WHS6 / Pepsin 1220,3374 | 119 130 | (A)PVDTKPQTGGGY(L)
P02870 / Pepsin 1220,3382 | 119 130 | (A)PVDTKPQTGGGY(L)
P38414 / Pepsin 905,252 434 441 | (F)TPDHHDAL(F)
AOAT31 / Pepsin 31 39 | (A)VTGDLSPCL(T)
P49252 / Pepsin 576 582 | (Y)NRTEKWA(G)
Q8W4Y8 / Pepsin 77 84 | (A)ICDKCVCAY(S)
P38414 / Kimotripsin | 905,252 1 7 (-)MVLMNKK(A)
AOAT29 / Tripsin 905,252 14 21 | (K)GTVILMQK(N)
P38414 / Tripsin 905,252 14 21 | (K)GTVILMQK(N)
AOAT30 / Pepsin 952,5999 27 36 | (A)VSCGTVTGDL(A)
AOAT29 / Tripsin 952,5999 261 268 | (R)SDTVYLPR(D)
952,5999 621 629 | (K)DPSSPHGVR(L)
AOAT29 / Tripsin 952,5999 99 106 | (K)CNVNIPYK(I)
Q8MCRG6 / Tripsin 952,5999 290 297 | (K)INAPFLMDK(W)
P38414 / Pepsin 926,1806 353 359 | (L)KFPPPKVI(Q)
AOQAT29 / Tripsin 926,1806 689 695 | (K)ISATWWEK(M)
Q8W4Y8 / Pepsin 859,3918 29 35 | (A)RFDSTSK(I)
AOAT30 / Pepsin 65 72 | (APTTADRQA(A)
P38414 / Pepsin 800,5595 61 67 | (F)LGRSVRL(R)
P38414 / Kimotripsin | 800,5595 61 67 | (F)LGRSVRL(R)
AOAT29 / Tripsin 800,5595 859 866 | (R)GIPNSISI(-)
P38414 / Tripsin 800,5595 859 866 | (R)GIPNSISI(-)
Q8MCRG6 / Tripsin 800,5595 440 446 | (K)TLACKHK(S)
P38414 / Kimotripsin | 987,4742 754 761 | (L)AKNYEKAY(L)
B3F051 / Kimotripsin | 860,4598 1 9 (- )MEKKTVAAL(S)
Q8MCR6 / 1158,5245 | 115 123 | (L)EEAEINIKYY(K)
Kimotripsin
AOAT29 / Tripsin 1281,8066 | 448 459 | (K)INATATKAYATR(T)
Q8MCRG6 / Tripsin 1281,8066 | 409 418 | (R)ISRNLSHYYK(G)
AOAT31 / Tripsin 868,1143 70 77 | (R)IQAACNCMK(S)

Tablo 10, 11 ve 12’de sirasiyla aclik durumu, tokluk durumu ve bebek
sindirimi 6rneklerinde ortak olarak aciga gikan peptitler gosterilmistir. Ug farkls
sindirim protokolii sonucunda ortak aciga ¢ikan peptitlerin sayis1 sirasiyla 10, 28 ve
16 tanedir (Sekil 21-23). Ayrica bu peptitlere ait biyoaktivite skorlar1 verilmistir.
Bebek sindiriminde biyoaktif olma olasilig1 yiiksek olan peptitlerin PeptideRanker
skorlar1 yaklasik 0.58, 0.68, 0.94 olarak sirasiyla AOAT29, P38414, AOAT31
proteinlerinde belirlenmistir. Skor 1’e ne kadar yakinsa biyoakitivitesi o kadar
yiiksektir. Genel olarak 0.5 esik degerinin ilizerinde olan peptitler ilgili biyoaktivite
acisindan etkin peptitler olarak tanimlanmaktadir. Ek olarak bu skorun 0.8’den
ylksek olmasinin aktivitenin yliksek oldugunun bir gostergesi oldugu, eger veri
tabanlarinda aktivite belirtilmemisse yeni caligmalar ile desteklenebilecegi
bildirilmistir (Ngoh and Gan, 2018). Tokluk durumunda ise AOAT29 ve P38414
proteinine ait peptitler i¢in PeptideRanker skoru yaklasik 0.94, P38414 ve AOAT29
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https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NRTEKWA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=CDKCVCAY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=VSCGTVTGDL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=KFPPPKVI&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=RFDSTSF&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=PTTADRQA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=LGRSVRL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=LGRSVRL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=AKNYEKAY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=EEAEIIKYY&
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proteinlerinde 0.84, P38414 proteininde 0.69 ve AOAT33 proteininde ise 0.56

olarak belirlenmistir. Aclik durumunda ise AOAT31 proteinine ait peptit igin

yaklagik 0.58 olarak belirlenmistir.

Tablo 10 Ac¢lik durumunda tiim 6rneklerde ortak olarak agiga ¢ikan peptitler

Protein kodu/Enzim Baglangig  Son Sekans Biyoaktif
olma olasilig1
AOAT33 / Pepsin 5 12 (LYVMCMVVIA(P) 0.290426
AOAT30 / Pepsin 13 20 (LYVMCMVVIA(P) 0.290426
P38414 / Pepsin 591 598 (A)IMEMSAVVY(K) 0.119821
Q8MCRG / Pepsin 322 329  (I)NPLSEHSF(K) 0.371142
P49252 / Tripsin 204 210 (K)IVEYHDR(D) 0.0822949
B3F051 / Pepsin 1 8 (-)MEKKTVAA(L)  0.0776239
P38414 Kimotripsin 390 397 (L)SFPIKSKL(D) 0.333966
Q8MCRS6 / Tripsin 447 454  (K)STVRAFLK(R)  0.341546
P38414 / Kimotripsin 176 184 (Y)LPSATPAPL(V) 0.480829
AOAT31 / Tripsin 70 77 (R)QAACNCMK(S) 0.578916

Sekil 21 Aglik durumunda ortak olarak agiga ¢ikan peptitler

Tablo 11 Tokluk durumunda tiim 6rneklerde ortak olarak agiga ¢ikan peptitler

Protein kodu/Enzim Baglangic  Son Sekans Biyoaktif olma
olasilig1
P38414 / Pepsin 591 598 (AIMEMSAVVY(K) 0.119821
Q8MCR6 / Pepsin 322 329 (DNPLSEHSF(K) 0.371142
AOAT33 / Pepsin 5 12 (L)VMCMVVIA(P) 0.228582
AOAT30 / Pepsin 13 20 (LYWVMCMVVIA(P) 0.228582



https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=MEMSAVVY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NPLSEHSF&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=SFPIKSKL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=LPSATPAPL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=MEMSAVVY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NPLSEHSF&
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B3FO051 / Pepsin
AOAT29 / Tripsin
AOAT33/ Tripsin
P38414 / Tripsin
P38414 / Pepsin
Q8MCRS6 / Pepsin
P38414/Kimotripsin
Q8MCR6 / Tripsin
P38414 / Pepsin
AOAT31 / Pepsin
P49252 / Pepsin
Q8W4Y8 / Pepsin

P38414 / Pepsin
AOAT29 / Tripsin
P38414 / Tripsin
P38414 / Kimotripsin
AOAT29 / Tripsin
P38414 / Pepsin
AOAT31 / Pepsin
P49252 / Pepsin
Q8W4Y8 / Pepsin
P38414 / Kimotripsin
P38414 /Kimotripsin
AOAT31 Tripsin
P02870 / Tripsin
Q93WHG6 / Tripsin

1
1
91

591
322
390
447
434
31

576
77

353
689
689

14
434
31
576
77
751
176
70
66
66

8
8
98

598
329
397
454
441
39

582
84

359
695
695

21
441
39
582
84
757
184
77
73
73

(-)MEKKTVAA(L)
(-)MASLLFGR(G)
(K)YCGVNIPYK(I)
(-)MASLLFGR(G)
(AIMEMSAVVY (K)
(NNPLSEHSF(K)
(L)SFPIKSKL(D)
(K)STVRAFLK(R)
(F)TPDHHDAL(F)
(A)VTGDLSPCL(T)
(Y)NRTEKWA(G)
(A)CDKCVCAY(S)

(L)KFPPPKVI(Q)
(K)SATWWFK (M)
(K)SATWWFK (M)
(-)MVLMNKK(A)
(K)GTVILMQK(N)
(F)TPDHHDAL(F)
(A)VTGDLSPCL(T)
(Y)NRTEKWA(G)
(A)CDKCVCAY(S)
(Y)DDLAKNY (E)
(Y)LPSATPAPL(V)
(R)QAACNCMK(S)
(K)AVKSTVGR(A)
(K)AVKSTVGR(A)

0.0776239
0.83488
0.563206
0.83488
0.119821
0.371142
0.333966
0.341546
0.68794
0.350606
0.221159
0.44421

0.378247
0.939307
0.939307
0.149048
0.160167
0.68794

0.350606
0.221159
0.44421

0.12671

0.480829
0.578916
0.130938
0.130938

Sekil 22 Tokluk durumunda ortak olarak agiga ¢ikan peptitler


https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=MEMSAVVY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NPLSEHSF&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=SFPIKSKL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=TPDHHDAL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=VTGDLSPCL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NRTEKWA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=CDKCVCAY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=KFPPPKVI&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=TPDHHDAL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=VTGDLSPCL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NRTEKWA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=CDKCVCAY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=DDLAKNY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=LPSATPAPL&
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Tablo 12 Bebek sindirimmodelinde tiim orneklerde ortak olarak aciga ¢ikan

peptitler
Protein kodu/Enzim Baglangigc  Son Sekans Biyoaktif
olma olasilig1

AOAT33 / Pepsin 5 12 (L)VMCMVVIA(P)  0.228582
AOAT30 / Pepsin 13 20 (L)VMCMVVIA(P)  0.228582
Q8MCRG6 / Tripsin 194 201 (K)KSISTFSK(I) 0.231972
B3FO051 / Pepsin 1 8 (-)MEKKTVAA(L) 0.0776239
P38414 / Kimotripsin 390 397 (L)SEPIKSKL (D) 0.333966
Q8MCRG6 / Tripsin 447 454 (K)STVRAFLK(R) 0.341546
P38414 / Pepsin 434 441 (FYTPDHHDAL(F)  0.68794
AOAT31 / Pepsin 31 39 (A)VTGDLSPCL(T) 0.350606
P49252 / Pepsin 576 582 (Y)NRTEKWA(G) 0.221159
Q8W4Y8 / Pepsin 77 84 ( A)WY(S) 0.44421
P38414 / Kimotripsin 1 7 (-)MVLMNKK(A) 0.149048
AOAT29 / Tripsin 14 21 (K)GTVILMQK(N) 0.160167
P38414 / Tripsin 14 21 (K)GTVILMQK(N)  0.160167
P38414 / Pepsin 353 359 (L)KEPPPKVI(Q) 0.378247
AOAT29/ Tripsin 689 695 (K)SATWWFK(M) 0.939307
AOAT31/ Tripsin 70 77 (R)IQAACNCMK(S)  0.578916

Sekil 23 Bebek sindiriminde ortak agiga ¢ikan peptitler


https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=SFPIKSKL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=TPDHHDAL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=VTGDLSPCL&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=NRTEKWA&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=CDKCVCAY&
https://msviewer.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-Product&version=6.3.2%20Basic&instrument_name=ESI-Q-TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&user_aa_composition=C2%20H3%20N1%20O1&max_charge=1&s=1&sequence=KFPPPKVI&
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5. SONUC

Bu tez calismasinda gida matrisi ve pisirme islemi (1s1l islem) etkisi ii¢ farkli
Gl senaryo (bebek, tokluk ve aglik) ile birlikte degerlendirilmistir. Sindirim
kosullar1 mercimekten izole edilen protein karigimina uygulanmis ve elde edilen
sonuclar gida formunda tiiketilen mercimek ve mercimek ununda proteinin
hidrolizi/sindirilirligi ile kiyaslanarak gida matrisinin etkisi ortaya konmustur.
Sonuglar izolattaki protein hidrolizinin daha etkin oldugunu ve mercimekten
peptitlerin daha kolay/fazla agiga ¢iktigin1 gostermistir. Bu sonug¢ gida matrisinin

protein hidrolizini etkiledigini ve sinirladigini géstermektedir.

Isil islemin mercimekteki protein hidrolizi/sindirimi iizerine etkisini
belirlemek i¢cin mercimek protein izolati ve mercimek unu icin elde edilen
sonuglarla karsilastirilmis ve 1s1l islemin ii¢ farkli GI kosulundaki etkisi ortaya
konmustur. Isil islem, tiim sindirim protokollerinde protein hidrolizini az da olsa
olumlu etkilese de bu oran onemli seviyede degildir. LC/Q-TOF/MS analizi
sonuglari 1s1l iglemin lektinlerin pargcalanmasi iizerinde olumlu bir etkisi oldugunu
gdstermistir. In vitro bebek sindiriminde diisiik proteoliz etkinligi neticesinde diger

sindirim protokollerine gore daha az peptit agiga ¢ikmistir.

In vitro mide sindirimi sirasinda protein hidrolizi OPA analizi ile
degerlendirilmistir. Tiim kosullar arasinda 60 dakika sindirim sonunda en ytiksek
hidroliz derecesi %58.90 ile tokluk durumunda mercimek ununda saptanmustir.
Bunu tokluk durumunda protein izolati (%35.55) ve aglik durumunda protein izolati
(%35.25) i¢in saptanan hidroliz degerleri izlemistir. Ancak midede %HD degeri
arttg orani pigmis mercimekteki proteinlerin aglik (yetiskin) in vitro sindirim
sonuglar1 ayn1 kosullardaki un 6rnegi icin saptanan %HD degeri artisindan daha
yiiksek olmustur. Isil islemin proteinlerin hidroliz siirecini olumlu etkiledigi
sdylenebilir. Tlging olan bir bulgu bebek in vitro mide sindirimi kosullarinda pismis
mercimek proteinlerinin hidroliz derecesinin diger kosullara (ag¢lik ve tokluk
durumu) gore daha yiiksek olmasidir. Ek olarak, mercimek protein izolat1 disinda
tim Orneklerde en diisiik hidroliz derecesi aglik durumundaki in vitro mide
sindiriminde saptanmistir. Buna karsilik mide siiresi boyunca gerceklesen hidroliz

seyri incelendiginde hidrolizde en yiiksek artis tokluk durumunda mercimek
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proteini izolat1 drneginde, en diisiik artis ise bebek sindirimi kosullarinda mercimek
proteini izolatinda gergeklesmistir. Mercimek unu ve pismis mercimek
orneklerinde protein hidrolizi, aclik durumunda tokluk durumuna gére daha yavas
ilerlemistir. A¢lik durumunda ve bebek sindirim kosulunda protein hidroliz
derecesi proteinlerin alerjen etkisini gosteren bir degerdir. Bu sonug¢ SDS-Page
analizi sonuglari ile birlikte degerlendirildiginde tiim 6rneklerde in vitro mide
sindirimi boyunca hidrolize olmayan ve Ma 42-45 kDa olan protein bandinin varligi
(Akkardeas et al., (2012) tarafindan bu Ma’ya sahip alerjen protein rapor edilmistir)

OPA analizi sonuglari ile ortiismektedir.

In vitro mide+ince bagirsak sindirimi sonunda en yiiksek hidroliz derecesi
bebek sindirim kosullarinda sindirime ugratilan mercimek unu i¢in saptanmaistir.
Ayrica protein hidrolizinin degerlendirildigi SDS-Page sonuglari ile LC/Q-
TOF/MS analizi sonuglarinin paralellik gosterdigi tespit edilmistir. /n vitro bebek
sindirimi sonrasinda aciga ¢ikan peptitlerin diger sindirim kosullarinda aciga ¢ikan
peptitlere gore daha yiliksek molekiiler agirliga sahip oldugu belirlenmistir.
Biyoaktivite degerlendirilmesi yapildiginda ise tokluk durumunda 6 peptitin
skorlart 1’e yakin bulunurken, bebek sindiriminde 3 peptit ve aglik sindirimde 1
peptitin biyoaktivite skorlart 1’e yakin bulunmustur. Agiga ¢ikan peptitlerin
biyoaktiviteleri degerlendirildiginde ise ADE inhibitori, antioksidan ve dipeptidil

peptidaz 4 enzimi inhibitorii 6zellikleri goriilmiistiir.

Sonug olarak aclik durumunda pismis mercimek, mercimek unu ve izolat
orneklerinde ve tokluk durumu izolat 6rneklerinde acgiga ¢ikan protein miktarlar
(%) yliksek bulunmustur. En yiiksek DH degeri sirasiyla tokluk durumu, aglik
durumu izolat, tokluk durumu izolat ve bebek sindirimi un 6rneginde yiiksek
cikmistir. Ancak hidrolizin artis oran1 aglik kosullarinda sindirim uygulanmis
pismis mercimekte en yiliksek bulunmustur. Bu sonug agiga ¢ikan % protein miktari
ile paralellik gdstemektedir. Ince bagirsak sindiriminde ise protein hidroliz derecesi
bebek sindirimi kosullarinda un ve aglik durumu kosullarinda un 6rneginde en
yiiksek ¢ikmistir. Hidroliz seyri en diisiik bebek sindiriminde gergeklesirken, en

yuksek tokluk sindirimi 6rneklerinde gorilmiistiir.
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