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Biyoaktif peptitler, insan sagligi iizerinde bir¢cok fonksiyonel etkisi olan
onemli protein kaynaklaridir. Genelde bitkisel ve hayvansal gida iiriinlerinin enzimatik
hidroliziyle iiretilen biyoaktif peptitler amino asit dizilimine bagli olarak kan basincini
diistirme, bagisiklik sistemini giiglendirme, antimikrobiyal etki, antioksidan aktivite,
kolesterolii diisiirme, mineral baglama, safra asitlerini baglama ve tansiyonu diisiirme
gibi biyoaktif 6zelliklere sahiptirler.

Bu tezde yagi alinip, izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle saflastirilmis findik
protein konsantresi, pepsin ve tripsin enzimleriyle 120 dakika hidroliz edilmis ve
hidroliz igsleminin 0, 30, 60 ve 120 dakikalarinda 6rnekler alinarak yiiksek tansiyondan
(hipertansiyon) sorumlu bir enzim olan Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzimi (ACE)
inhibe edebilme degerleri incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gére pepsin hidrolizinin 0, 30, 60 ve 120. dakikalarinda
alinan hidrolizat &rneklerinin yiizde ACE inhibisyon degerleri (%INH) sirasiyla
%98,54, %98,68, %98,24 ve %96,93 bulunmustur. Tripsin hidrolizinin 0, 30, 60 ve
120. dakikalarinda alman hidrolizat drneklerinin %INH degerleri ise sirasiyla %80,10,
%96,29, %92,10 ve %92,54 bulunmustur. Pepsin hidrolizinin 0, 30, 60 ve 120.
dakikalarinda alinan 6rneklerin ACE’yi %50 oraninda inhibe edebilen protein miktari
(IC50 degerleri) incelendiginde ise sirasiyla 1,47 mg protein/ml, 0,27 mg protein/ml,
0,27 mg protein/ml ve 0,26 mg protein/ml bulunmustur. Tripsin hidrolizinin 0, 30, 60
ve 120. dakikalarinda alinan 6rneklerin IC50 degerleri ise sirastyla 5,51 mg protein/ml,

0,61mg protein/ml, 0,56 mg protein/ml ve 0,54 mg protein/ml bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Findik, Protein Hidrolizati, Pepsin Hidrolizi, Tripsin Hidrolizi,
ACE Inhibisyon Aktivitesi, Antihipertansif Etki
Damsman: Yrd. Dog¢. Dr. Salih AKSAY, Gida Miihendisligi Bolimii, Mersin

Universitesi
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DETERMINATION OF ANTIHYPERTENSIVE EFFECT (ACE
INHIBITORY ACTIVITY) OF HAZELNUT PROTEIN HYDROLYSATES

Evren Caglar EROGLU

ABSTRACT

Bioactive peptides are important source of protein with many functional
effects on human health. They are generally produced with hydrolysis of plant and
animal based food products. Depending on the amino acid sequence, they have some
bioactive properties such as lowering blood pressure, strengthening the immune
system, antimicrobial effect, antioxidant effect, cholesterol lowering, mineral binding
and antihypertensive effect

In this thesis, hazelnut protein isolate, concentrated with isoelectric
precipitation method, is hydrolysed using pepsin and trypsin enzyme for 120 minutes
and during the hydrolysis. Samples are taken at 0, 30, 60 120 minutes to analyse
angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory activity.

According to these results, percent ACE inhibitory activities (%INH) of
hydrolysates at 0, 30, 60 and 120 min of pepsin hydrolysis are respectively 98.54%,
98.68%, 98.24% and 96.93%. %INH of hydrolysates at 0, 30, 60 and 120 min of
trypsin hydrolysis have been found respectively 80.10%, 96.29%, 92.10% and
92.54%. As regards to 1C50 value for ACE inhibitory activity, samples taken at 0, 30,
60 and 120 minutes of pepsin hydrolysis have 1C50 values respectively of 1.47 mg
protein/ml, 0.27 mg protein/mL, 0.27 mg protein/mL and 0.26 mg protein/mL. 1C50
of the trypsin hydrolysates at 0, 30, 60 and 120 minutes are respectively measured 5.51
mg protein/mL, 0.61 mg protein/mL, 0.56 mg protein/mL and 0.54 mg protein/mL

Key Words: Hazelnut, Protein Hydrolysate, Pepsin Hydrolysis, Trypsin Hydrolysis
ACE Inhibitory Activity, Antihypertensive Effect,

Advisor: Asst. Prof. Dr. Salih AKSAY, Department of Food Engineering, University
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Sayin Yrd. Dog. Dr. Salih AKSAY ’a tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Son yillarda insan saglig1 i¢in faydali, fonksiyonel 6zelligi olan gida tiikketme
anlayig1 giderek 6nem kazanmistir. Bu kapsamda degerlendirilen biyoaktif peptitler
antioksidan aktiviteleri, kalsiyum tutma giigleri, Tip 2 diyabet 6nleme potansiyelleri
gibi fonksiyonel 6zellikleri bakimindan bir¢ok arastirmaya konu olmustur ve olmaya
devam etmektedir. Bu fonksiyonel Ozelliklerden en Onemlilerinden biri de

antihipertansif (ACE inhibisyon aktivitesi) 6zelliktir.

Siit ve siit tiriinlerinden soya, bezelye, mercimek gibi bitkisel proteinlere,
alglerden deniz {iriinleri atiklarina kadar birgok iiriiniin ACE inhibisyon etkisi {izerine
calismalar yapilmistir. Yapilan ¢alismalarin bazilarinda bu kaynaklardan elde edilen
proteinler tripsin, pepsin, kimotripsin, alkalaz gibi farkli proteolitik enzimlerle hidroliz

edilerek proteinin inhibisyon etkisi artirtlmaya ¢aligilmustir.

Diinyada {iretimini en fazla Tiirkiye’de gergeklesen ve protein igerigi yiikksek
olan findigin insan saglig: iizerine olumlu etkileri bilinmektedir. Bu yiiksek protein
oranina ragmen findik proteininin ACE inhibisyon kapasitesi iizerine fazla ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada farkli enzimler kullanilarak elde edilen findik protein
hidrolizatlarinin ACE inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma
kapsaminda yaklagik % 90 saflikta findik proteini izolati tripsin ve pepsin enzimleriyle
hidroliz edilmis ve olusan hidrolizatin antihipertansif etkileri sivi kromotografik
yontemle incelenmistir. Calisma sonunda diisiik kalite findiklarin ve findik yagi
iretimi sonrasi ortaya ¢ikan proteince zengin atik/yan iiriinlerin degerlendirilebilme

potansiyeli de ortaya ¢ikarilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1 FONKSIYONEL GIDALAR

Giliniimiizde tiim geligmis iilkelerde yeni teknolojilerin gelismesi sonucu yeni
yasam tarzi ve daha uzun dmiir beklentileri, tedavi masraflarinin asir1 diizeyde artisina
ve buna bagli olarak farkli tiikketim aligkanliklarinin edinilmesine neden olmustur

[Boyacioglu, 2004].

Ulkeler ve toplumlar artik yasam siirelerini ve kalitelerini artirmak igin saglik
sorunlarini tedavi ettirmek yerine Onleyici tedbirler almayi tercih etmektedirler.
Beslenme sekli ve tercihi bu onleyici tedbirlerin en basinda gelmektedir. Beslenirken
ayni zamanda da iyi hali koruyan, gelistiren ve hastalik olusma riskini azaltan
fonksiyonel gidalar artik daha fazla tercih edilmektedir [Erbas, 2006]. Gida Biliminin
gelismesine paralel olarak artan saglikli ve fonksiyonel gida tiiketimi istegi bir taraftan
giinliik diyeti zenginlestirecek yeni besin arayislarina hiz kazandirirken diger taraftan
hastaliklarin tedavisinde alternatif ve dogal yontemler gelismesine neden olmaktadir
[Boyacioglu, 2004]. Cizelge 2.1°de Kanada’da 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada

yasam tarzi ile iligkili olabilecek hastaliklar ve tedavi masraflar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Yasam Tarz1 ve Hastaliklar [Holub, 2006]

Kanada da Yasam tarz ile iliskili olabilecek hastaliklar ve tedavi masraflar
Kalp Hastaliklari 13 milyar dolar
Diyabet 10 milyar dolar
Kanser 20 milyar dolar
[ltihaplanma ve tiirevi hastaliklar 13 milyar dolar
Giinliik diyet ile iliskili diizensizlikler 13 milyar dolar

2.1.1 Fonksiyonel Gidanin Tanimi

Fonksiyonel gidalar, temel besin degeri yaninda insan sagligin1 destekleyen,

ginliik diyet ile gida formunda tiiketilebilen, sentetik bilesen igermeyen, besleyici
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etkisinin yaninda, degisik etkenlerle hastalik olusma riskini azaltan, sagligi ve iyi hali
gelistirici 6zelliklere sahip gidalardir. Gidanin fonksiyonel olabilmesi igin biyoaktif
bilesikler, probiyotik mikroorganizmalar ve probiyotik maddeler gibi etkenlere sahip
olmasi1 ve bu etkenlerin viicudun ilgili bolgesine yeterince gonderilebilmesi gereklidir

[Erbas, 2006, Sanders, 1998]

Her ne kadar fonksiyonel gidalarin belirlenmis net bir tanimi olmasa da
Amerikan Diyetetik Kurumunun “biitiin, zenginlestirilmis, takviye edilmis,
giiclendirilmis ya da gelistirilmis olabilen fakat daha 6nemlisi giinliik diyetin bir
parcasi olarak kullanilirken tiiketicilerin sagligina potansiyel olarak fayda saglayacak

gidalardir” tanimi genel olarak kabul gérmektedir [ADA, 1999]

2.1.2 Fonksiyonel Gidalar ve Nutrasdtikler

Fonksiyonel gidalar ile nutrasétikler genellikle birbiri ile karistirilmaktadir.
Fonksiyonel gidalarin ¢ogu geleneksel gidalar olup birtakim fizyolojik faydalar
bulunurken, nutrasétikler gidalardan elde edilmis ve genellikle kapsiil vs. seklinde ilag
formundaki dogal saglik iiriinleri olarak satisa sunulmaktadir. Fonksiyonel gidalar ve
nutrasotiklerin sagliga olumlu etkileri, hastalik 6nleme 6zellikleri ortaktir. [Shahidi,
2009].

Gida olarak tanimlanamayacak fakat gidalardan elde edilmis, genellikle ilag
formunda satisa sunulmus ve igeriginde konsantre edilmis bir veya birden fazla

biyoaktif madde olan katki maddelerine ise nutrasotik denilmektedir. [Hasler, 2002]

Fonksiyonel gidalar ve nutrasétiklerin son yillarda 6nem kazanmasinin
nedeni insan sagligin1 desteklemesi, hastalik riskini ve hastalik masraflarini
azaltmasidir. Fonksiyonel gidalar tam bugday gibi islem gérmemis halde olabilecegi
gibi sadece bugday kabugu ya da islem gérmiis bir yan iiriin de olabilir. Fakat ¢ogu
durumda gida islemleri fonksiyonel gidalar ve nutrasétiklerin bioaktif 6zelliklerini
negatif etkilemektedir. Dolayisiyla minimal islem gérmiis gidalar tiiketiciler

tarafindan daha fazla tercih edilmektedir. Fonksiyonel gidalar ve nutrasétiklerin kisa
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vadede saglig1 olumlu olarak desteklemekle birlikte uzun vadede émrii uzatma gibi

ozellikleri de bulunmaktadir [Shahidi, 2009].

2.2 FINDIK

Findik bitkisi, 1liman iklim bdlgelerinin bodur kalmig bir agac tiirtidiir.
Fagales takiminin Betulaceae familyasinin Coryleae alt familyasinin, Corylus
cinsinden olan findigin ekonomik olarak kiiltiirii yapilan tiirleri Corylus avellane (adi
findik), Corylus colurna L. (Tirk findigr) ve Corylus maxima mill’dir (Lambert
findig1). Ayrica giiniimiizde ¢esitli tiirlerin melezleri de olduk¢a dnem kazanmuistir.
Findiklar meyve iriliklerine ve sekillerine gore isimlendirilir. Ulkemizde tombul
findik, sivri findik, badem findik, kan findig1 ve fosa findig1 baslica findik cesitleridir.
Bunun haricinde Aci, Cavcava, Cakildak, Fosa, Ham, Incekara, Kalinkara, Kan,
Karafindik, Kargalak, Kus, Mincane, Palaz, Sivri, Tombul, Uzun Musa, Yassi1 Badem,
Yuvarlak Badem Tiirkiye’de yetisen diger onemli gesitlerdir [Pelvan vd., 2012]. Bu
cesitler arasinda Tombul ¢esidi Tiirkiye toplam tiretimin % 25-30’ini kapsamaktadir
[GOnslioglu ve Gokmen, 2015].

M.O. IV. Yiizyilda Cin’den Giresun’a geldigi rivayet edilen findik bu yorede
en uygun ekolojik ortamini yakalamis ve tiim diinyaca kabul edilen kaliteye ulagmistir
[Deniz, 2009]. Tiirkiye’de, 2010 yil1 itibariyle 660 bin hektar alanda diinya tliretimin
%76’s1 gerceklestirilmigtir. 2005-2007 doneminde 230 bin ton i¢ findik ihracati ile
diinya findik ihracatinin %85,13’ii gerceklestirilmistir [Kayalak ve Ozcelik, 2012].
Cogunlugu yurtdis1 pazarina gonderilen findik, Tiirkiye toplam ihracatinin %2’sini
olustururken sadece tarim iirtinleri diisiiniildiigiinde bu oran %18’e yiikselmektedir
[Kiziltan ve Yalgin, 2010]. Diinya findik iiretimde Tiirkiye’yi %16 ile Italya, %4 ile
ABD ve %3 ile Ispanya takip etmektedir [Seyhan vd., 2007]. Almanya, 1970 ile 2010
yillart arasinda en ¢ok findik ithalat1 yapan tilkedir. Almanya 2000 yilinda 68 bin ton,
2010 yilinda yaklasik 64,1 bin ton, Italya ise 2000 yilinda 12,8 bin ton, 2010 yilinda
17,2 bin ton net findik ithalati yapmistir. Belgika, Fransa, Isvicre, Kanada, Rusya
Federasyonu ve Brezilya diger 6nemli findik ithalat¢ilaridir. [ Akseki, 2014]
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Findik, tilkemizin 39 ilinde tretilmektedir. Ticari degeri yiliksek olan findik
Giresun, Ordu, Trabzon illerinde tek tarim tipi (monokiiltiir) olarak yapilmaktadir.
Uretilen findiklarin Tiirkiye bolgesel rekolte ortalamasina bakildiginda Akgakoca
Bolgesi’nin % 36,2°lik ortalamayla ilk sirada oldugu onu % 34,8°lik ortalamayla Ordu
Bolgesinin izledigi goriilmektedir. Daha sonra %17,4 ile Giresun ve %11,6 ile Trabzon
gelmektedir [Kiziltan ve Yalgin, 2010]. Findik yetistiriciligi aile isletmeciligi seklinde
yapilmaktadir. Findik Tiirkiye’de 400.000 isletmecinin ge¢im kaynagidir [Kiziltan ve
Yal¢in, 2010]. Tarimsal iiriin ihracatimizda yaklasik % 15- 20’lik pay1 olan findigin
en onemli 6zelliklerinden birisi, lilkemize getirdigi doviz girdisinin tamamini milli

kaynaklardan saglamasidir [GTB, 2015]

Findik bademden sonra diinyada en yaygin yetistiriciligi yapilan sert kabuklu
meyvedir. Tiirkiye disinda Italya, Ispanya, ABD, Giircistan, Azerbaycan, Cin, Iran,
Sili, Avustralya ve Fransa’da yetistirilmektedir. Bu iilkelerin yani sira Polonya,
Yunanistan, Belarus, Hirvatistan, Tacikistan, Ozbekistan, Rusya Federasyonu,
Kirgizistan, Portekiz, Beyaz Rusya, Moldova, Tacikistan, Ukrayna, Tunus, Slovenya,
Slovakya, Moldova, Suriye, Kibris, Arjantin, Avusturya, Estonya, Yeni Zelanda,
Romanya ve Kamerun gibi iilkelerde de az da olsa findik iiretilmekte ve iiretimin
artirilmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Diinya findik tiretimi, 1960’11 yillarda
yaklasik 250 bin ton civarinda iken, son yillarda bir milyon tona yaklagmistir [GTB,
2015]. Cizelge 2.2.°de Diinya Findik iiretimin incelendigi caligmada en fazla iiretim

yapan llkeler ve yillara gore iiretim miktarlarindaki degisim goriilmektedir.

Cizelge 2.2. Diinya Findik Uretimi [GTB, 2015].

DUNYA FINDIK URETIMI (TON)

ULKELER 0708 | 200809 | 200910 | 2000011 | 2000012 | 200213 | 201314 | 2004015
TURKIYE* 530,000 800.791 | 500000 | 600.000 | 430,000 | 660.000 | S49.000 | 412.000
ITALYA 115000 125000 | 1200000 | 107.000 | 140,000 R2000 | 132000 | 100.000
ABD. 33.370 36280 | 42600 [ 24500 33,000 32.000 35000 [ 36300
AZERBAYCAN [ 30,800 40,000 35.000 39,000 55000 | 40.000 300000 [ 25.000
GURCISTAN 25000 35.000 32000 [ 40,000 30000 | 28.000 35000 [ 35000
SPANYA 23,000 26,000 18,000 | 20,000 22,000 16.000 19.500 19.500
DIGER 57880 6.729 27000 [ 27.000 27000 | 25000 25000 25000
TOPLAM 815250 | LOG9.E00 | 774600 | HST.S00 | 730000 | SS5.000 | S25.500 | 660.773
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Tiirkiye diinyada en fazla findik tretimini gerceklestiren iilke olmasina
ragmen verimlilikte ancak 3.siradadir. Diinyada findik tiretiminde dekara verimlilikte
ilk sirada ABD gelmekte, onu ikinci sirada italya izlemektedir [Kiziltan ve Yalgn,
2010]. Ulkemizde arzda dalgalanmalara bagli olarak fiyatta meydana gelen
istikrarsizlik nedeniyle olusan giivensizlik sonucunda 6nemli alic1 firmalar Arjantin ve
Sili gibi tilkelerde findik {iretimi yapilmasi i¢in 6zendirici ve tesvik edici faaliyetlerde
bulunmaktadir. Findik tiretiminde ad1 gegen tilkelerin findik ihrag edebilecek konuma
geldigi, findik tretim alanlarimin toplam biiyiikligiiniin 10.000 ha seviyelerinde
oldugu tahmin edilmektedir [GTB, 2015].

Cerezlik olarak tiiketilmesi yaninda hammadde olarak kullanildigi i¢in
findigin hangi {riinlerde ne kadar tiiketildigine iliskin saglikli verilere ulagsmak
miimkiin olmamaktadir. Yapilan bir arastirmada i¢ findigin %80’inin ¢ikolata
sanayisinde, %15 inin sekerleme, biskiivi ve pasta sanayisinde ve %5’inin de herhangi
bir isleme tabi tutulmadan tiiketildigi belirtilmistir [Koksal vd., 2006].

Ulkemizde yilda 80 bin ton civarinda findik tiiketilmektedir. Antep fistig,
badem, ceviz ve kestane gibi ikame {irlinlerin ¢ok olmas, tiikketimi artirmaya yonelik
calismalarin yetersizligi, findigin kullanim alanlarinin yayginlastirilamamasi, halkin
alim giiciiniin yetersizligi gibi birgok faktorler i¢ findik tiiketiminin artisini1 olumsuz
yonde etkilemektedir. Giiniimiizde iretilen findigin sadece % 11-12’lik kismi i¢
pazarda tiiketilmekte ve kisi basina yillik tliketim miktar1 500-600 gr civarinda
kalmaktadir. Bu nedenle findik, bolge ekonomisinin temel unsuru olmakla aym

zamanda sosyolojik olarak da ele alinmasi gereken bir tirtindiir [GTB, 2015].

2.2.1 Findigin Fizikokimyasal Ozellikleri

Insan beslenmesinde &nemli bir yeri olan findik, cesitli sekillerde
tilketilmekle birlikte i¢ findigin biiyiik bir kismi kabuksuz olarak gida sanayisinde
kullanilmaktadir. Findik organoleptik 6zellikleri nedeniyle pasta ve ¢ikolata sanayinde
Ozellikle onemlidir. Ayrica lezzet ve aroma katki maddesi olarak firincilik, siit

endiistrisi, salata ve sos sektoriinde de kullanilmaktadir [Ozdemir ve Akinci, 2004].
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Findik aroma ve lezzet ozellikleri disinda igcerdigi zengin protein, yag, vitamin ve
mineral igerigi nedeniyle insan beslenmesi ve insan sagligi agisindan da onemlidir.

[Ozdemir ve Akinci, 2004; Alasalvar vd., 2003]

Findik biitiin kabuklu yemisler arasinda en iyi E vitamini kaynaklarindan
birisidir. Ayrica dogal antioksidan igerigi ¢cok fazladir ve bu 6zelligi nedeniyle kanser,
ateroskleroz ve diyabet hastaliklarin1 6nleme potansiyeline sahiptir. Findigin fiber
igerigi besin degerini daha da artirmaktadir. Bu nedenle basta diyabet, hiperlipitemi ve

obezite olmak lizere ¢esitli hastaliklara olumlu etkisi vardir [Alasalvar vd., 2003].

Besin icerigi ve kompozisyonu findigin yetisme yeri, zamani ve findik
cesidine gore degisiklik gostermektedir [Ozdemir vd.,2001]. I¢ findik yag ve proteinler
bakimindan 6nemli bir besin maddesidir. Findigin protein miktarinin, yumurta ve
tahillardan daha yiiksek oldugu et ve kuru baklagillerin i¢cerdigi miktara da hemen
hemen esit oldugu belirtilmektedir. Farkli findik ¢esitlerindeki toplam protein igerigi
%17,4-20,8, yag iceriginin ise %56,07-68,52 arasinda oldugu anlagilmistir [Koksal
vd., 2006].

Findigin en 6nemli bilesen 6gesi yagdir. Findiktaki yag miktar1 %63,6 olarak
bulunmustur. Bu toplam yag miktarinin biiyiik bir kismi1 doymamis yag asididir. Oleik
asit %71.37 degeri ile en yiiksek oranda bulunan yag asididir. Oleik asidi sirasiyla
%7,77, %4,52 ve %1,99 degerleri ile linoleik, palmitik ve stearik asit izlemektedir
[Ozdemir vd., 1998]. Karadeniz de yetisen 17 farkli findik ¢esidinin bilesenlerinin
incelendigi baska bir ¢alismada temel yag asitlerinin %79,4 ile oleik asit, %13,0 ile
linoleik asit ve %5,4 palmitik asit oldugu anlasilmistir. Coklu doymamis/doymus yag
asidi ve doymamig/doymus yag asitleri oran1 sirasiyla 1,23-2,87 ve 11,1-16,4
araliginda bulunmustur. Ortalama niasin, vitamin BI, vitamin B2, vitamin B6,
askorbik asit, folik asit, retinol ve toplam tokoperol igerigi sirasiyla 1,45 mg/100 g,
0,28 mg/100 g, 0,05 mg/100 g, 0,5 mg/100 g, 2,45 mg/100 g, 0,043 mg/100 g, 3,25
mg/100 g ve 26,9 mg/ 100 g bulunmustur. Esansiyel amino asitler arjinin (2003
mg/100 g) ve 16sin (1150 mg/100 g) bulunmusken, esansiyel olmayan yag asitlerinden
glutamik asit miktarinin (2714 mg/100 g) ve aspartik asit miktarinin (1493 mg/100 g)
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oldugu anlagilmigtir. Arjinin ve 16sin disinda histidin, izoldsin, lizin, metiyonin,
fenilalanin, treonin ve valin amino asitlerin varligi anlasilmistir. Findikta bulunan K,
Mn, Mg, Ca, Fe, Zn, Na ve Cu minerallerinin ortalama miktarlar1 ise 863 mg/100g,
186 mg/100g, 173 mg/100 g, 5,6 mg/100 g, 4,2 mg/100 g, 2,9 mg/100 g, 2,6 mg/100
g ve 2,3 mg/100 g olarak tespit edilmistir [Kdksal vd., 2006].

Protein kaynagi olarak bilinen hayvansal triinlerin kisitli ve pahali olmasi
nedeniyle bitkisel iirlinlerden protein kaynagi olarak faydalanma calismalar1 son
yillarda 6nem kazanmistir. Ozellikle protein igerigi fazla olan soya, kanola ve cesitli
bakliyatlarla ilgili birgok arastirma yapilmistir ve yapilmaya devam etmektedir.
Calismalarda 6zellikle saflastirilmig bitkisel proteinler 6nem kazanmaktadir [Moure
vd., 2002]. Ayrica ekonomik nedenler basta olmak {izere vejetaryen egilimlerin

artmasi da bitki proteinlerine olan ilgiyi artirmaktadir [Aydemir vd, 2014].

Yagi ¢ikartildiktan sonra elde edilen findik kiispesinde bulunan proteine olan
ilgi de giinden giine artmaktadir [Aydemir vd, 2014]. Elde edilen yag1 alinmis findik
kiispesi protein bakimindan zengin seliiloz bakimindan fakir oldugundan c¢ok
degerlidir [Yalgin vd., 1998]. Yag1 alinan findik kiispesinde %35-41 arasinda protein
oldugu anlasilmistir [ Yage1 ve Goglis, 2008]. Yine baska bir ¢alismada yagi ¢ikarilarak
islenen findiktan geriye kalan findik kiispesi, proteince zengin (yaklasik %40)
seliilozca fakir olup (yaklasik %9) degerli bir protein kaynagi oldugu belirtilmistir
[Dogan ve Bircan, 2010].

Ulkemizde findik yag iiretimi sonucu ortaya ¢ikan zengin igerikli kiispenin
biiylik miktart 0,60TL/kg gibi ¢ok diisiik fiyatlarla ve genellikle yem sanayinde
kullanilmak tizere satilmaktadir [TMO, 2015]. TMO tarafindan rutin bir yag ¢ikarma
islemi sonucu ortaya ¢ikan kiispenin TS 323 e gore olmasi gereken degerleri ve analiz

sonuclar1 Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Findik Kiispesi Analiz Sonuglari [TMO, 2015].

TS 323’E GORE FINDIK

ANALIZ ADI DEGER KUSPESi NORMLARI
(EN COK)

Rutubet (%) 10,50 12

Ham Protein (%) 45,40 41 (EN AZ)

Ham Yag (%) 0,47 3

Ham Kiil (%) 6,46 9

Ham Seliiloz (%) 7,97 10

2.2.2 Findigin Biyoaktif Ozellikleri

Ulkemizde iiretilen findigin bir kismu findik yagi olarak islenmektedir.
Icerdigi yiiksek doymamus yag icerigi (oleik ve linoleik asit) nedeniyle kalp ve damar
hastaliklarina karsi koruyucu oldugu bilinen findik yaginin doku ve organlarin
yaslanmasint geciktirdigi, kanser hastaligmmin gelisimini yavaglattigi ve icerdigi
yiiksek kalsiyum igerigi nedeniyle ¢ocuklarda kemik ve dis olusumuna yardimci
oldugu bilinmektedir. Ayrica yag icerigi nedeniyle kalsiyum hastalar1 tarafindan tercih
edilmektedir. Bu yag asitleri diisiik yogunluklu lipoprotein degerini (LDL) diisiirerek
insan sagligina fayda saglamaktadir [Yiicesan vd., 2010]. Findik yagi viicutta
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasini diizenleyen B grubu vitaminlerin de
onemli bir kaynagidir. Yiksek miktarda E vitamini igerdiginden, alyuvarlarin
parcalanmasini engelleyerek kansizliga karsi koydugu ve cilt yapisini diizenledigi
bilinmektedir. Zengin bir besin maddesi olan findigin 100 grami 725 kalori enerji
saglamaktadir. Findik bu 6zellikleri nedeniyle beden ve zihin yorgunlugunu giderici,
enerji verici, kalp ve damar saglhigini koruyucu 6zelliklere sahip bir gidadir. Findigin
diger bir 6nemli 6zelligi ise yiiksek miktarda fenolik antioksidan madde igermesidir.
Basta gallik asit olmak iizere, kafeik asit, vanilik asit, ferulik asit, sinapik asit ayrica
katekhin, kaemferol, kuersetin bulundugu anlasilmistir [Altun vd., 2013; Yurttas vd.,
2000] .

2.3 PROTEINLERIN HiDROLIZI

Proteinlerin asitlerle yada alkalilerle kimyasal yollarla veya enzimlerle

enzimatik olarak alt birimlerine (monomerlerine, peptit ya da amino asitlerine)
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ayrilmasma hidroliz denilmektedir. Sekil 2.1°de protein hidrolizinin mekanizmasi

gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Protein Hidrolizi (Boundless, 2016)

Kimyasal hidroliz hem kontroliin zor olmasi hem de besinsel kalitedeki
azalma nedeniyle tercih edilmemektedir. Kimyasal hidroliz sonucunda bir taraftan L-
formundaki amino asitler zarar goriirken diger taraftan lisin-alanin gibi toksik iirtinler
ortaya c¢ikabilmektedir [Ramarathnam vd., 1995]. Fakat enzimatik hidroliz sonucu
ortaya ¢ikan son iiriinler beslenme degeri agisindan daha iyi sonuglar vermektedir.
Protein hidrolizinde kullanilan enzimlere proteolitik enzimler yada peptidazlar
denilmektedir. Enzimatik hidroliz sonucu amino asit yapist bozulmazken, kimyasal
hidrolizdeki gibi yiiksek 1silar ve pH seviyelerine ihtiyagc duyulmamaktadir.
Proteinlerin  enzimatik hidrolizi sonucu gidalarin  besin igerikleri fazlaca

etkilenmemekte ve ¢ogu zaman artmaktadir.

Gida endiistrisinde protein hidrolizi liretiminde genellikle kimotripsin, tripsin
ve pepsin gibi hayvansal kokenli proteolitik enzimler kullanilirken, baz1 durumlarda

bitkilerden veya mikroorganizmalardan elde edilen proteazlarda kullanilabilmektedir.
Proteinlerin sindirimi C-N baglarinin hidrolizi ile olmaktadir. Peptidazlar

endo ve ekzopeptidaz seklinde 2’ye ayrilmaktadir. Endopeptidazlar i¢ taraftaki
polipeptitleri pargalarken, ekzopeptidazlar terminal wuglardaki amino asitleri

10
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ayirmaktadir. Ekzopeptidazlar ~ kendi  i¢lerinde = aminopeptidazlar  ve
karboksipeptidazlar diye 2’ye ayrilmaktadir. Aminopeptidazlar terminal ugtaki amino
asitin amin zincirini kirmaktadir. Karboksipeptidazlar ise zinciri karboksil tarafindan
kirmaktadir. Endopeptidazlara mide pepsinleri 6rnek verilebilir. Mide pepsinleri
proteinleri i¢ baglarindan kirmaktadir. Bu durum kalojenin sindiriminde énemlidir.
Mide pepsinleri toplam proteinin %20 civarini sindirse bile endopeptidaz olduklari
i¢in ince bagirsak ve pankreas sindirimini i¢in gereklidir. Sekil 2.2.’de proteinlerin

farkli peptidazlarla hidrolizi gosterilmistir.

O O 1 O 0} 0! o
Il no! n I T C,//
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Sekil 2.2. Proteinlerin farkli peptidazlarla hidrolizi [Bruice, 2010]

Insan viicudunda protein sindirimi sonucu serbest amino asitler ve kolayca
absorbe olabilecek diisiik molekiiler agirlikta peptitler ve bu peptitler ile orijinal
protein arasinda kalan polipeptitler olarak 2 farkli molekiil grubu ortaya ¢ikmaktadir.
Serbest amino asitler ve diisiikk molekiiler agirliktaki peptitler bagirsaklarda degisik
seviyede emilmektedir. Bu emilim serbest amino asitler i¢in jejunumda (ince
bagirsagin st yarisi) ileumdakine (ince bagirsagin alt yarisi) gére daha fazla olmasina
ragmen peptit emilimi yaklasik olarak aynidir. Yiiksek ¢ekim giiciine (afinite) sahip
amino asitler diisiik olanlarin emilimini rekabetgi bir sekilde inhibe etmektedir. Fakat
diisiik molekiiler agirliktaki peptitlerin emilimi serbest amino asitlere gore belirgin
derecede daha fazladir. Bu durum basta kandaki amino asit miktar1 olmak tizere
protein sentezi gibi bir¢ok fizyolojik ve metabolik olay1 etkilemektedir [Savoie vd.,
2005].

11
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Sindirim sonucu ortaya ¢ikan orta biiyiikliikteki polipeptitler ise mineral
tasima, hormonal diirtiiler, opioid, antihipertansif, antitrombotik, antioksidan,
bagisiklik ve antibakteriyel ozellikler gibi bir¢ok 6nemli biyolojik aktivitede rol
oynamaktadir. Yapilan c¢alismalarda opioid aktiviteye sahip peptitler bugday
gliiteninden izole edilebilirken, kazein sindirimi sonucu biyoaktif peptitler ortaya
cikmaktadir. Yine sindirim ve absorpsiyon bozukluklar1 olan hastaliklarda soya
proteinin hidrolizi ile elde edilen baz1 peptitler kullanilirken, soya proteinin bazi1 amino
asit dizilimlerini i¢eren peptitlerinin antioksidan etkisi oldugu goriilmiistiir [Savoie
vd., 2005].

Hidroliz sonucu ortaya ¢ikan hidrolizatlar amino asit miktarlarinin fazla
olmasi ya da hidroliz sonucu aktiflesen amino asit dizilimlerinin biyoaktif 6zellikleri
bakimindan kategorize edilebilirler ve olusan bu peptitler kendini olusturan
proteinlerden tamamen farkli besinsel, fonksiyonel veya biyolojik &zellikler
icerebilmektedir. Bu 6zellikleri ile enzimatik hidrolizatlar gida endiistrisi, Kimya ve

eczacilikta kullanilabilmektedir [Kong, 2006]

Insan sindirim sisteminde biyoaktif peptit iiretimini ve sindirim sisteminin
kinetigini in-vitro kosullarda anlamaya yonelik bir¢ok c¢alisma yapilmistir ve
yapilmaya devam etmektedir. Bu calismalar sonucu bir taraftan sindirim sonucu
ortaya ¢ikan biyoaktif peptitlerin tanimlanmas: yapilirken diger taraftan enzimatik

siireci etkileyen faktorler belirlenmektedir [Savoie vd., 2005].

2.4 BIYOAKTIF PEPTITLER

Biyoaktif peptitler genellikle gida kokenli olup besinsel 6zellikleri yaninda
hormon benzeri fizyolojik bir etki yaratirlar. Biyoaktif peptitler siit, yamurta, et, balik
gibi et ve et iirlinleri disinda kolay ulasilabilir ve ucuz olmalar1 nedeniyle bitki kokenli
de olabilir. Gida yapisinda genellikle inaktif olarak bulunan bu peptitler protein
molekiiliiniin  sindirim esnasinda yada gida islenmesi sayesinde (peynir
olgunlastirmasi, fermantasyon vs.) enzimatik hidroliz ile aktif hale gelmektedirler.

Cizelge 2.4.’te gidalardan iiretilen baz1 biyoaktif peptitler goriilmektedir.
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Cizelge 2.4. Gidalardan iiretilen baz1 biyoaktif peptit 6rnekleri [Hartmann ve Meisel,
2007]

Etki Orijin Ilgili Protein
Soya Protein
Balik Protein
Et Protein
ACE inhibisyonu/ Siit LA B-LG
Antihipertansif o, B-, k-CN_
Yumurta Ovotransferrin
Ovalbumin
Bugday Gliadin
Brokoli Bitki proteini
Piring Albumin
immiinomodiilatér Yumurta Ovalbumin
Siit a-, B-, k-CN, a-LA
Bugday Gluten
Sitomodiilator Stit a-, B-CN
- : Bugday Gluten
Opioid agonist Siit o_LA, p-LG
a-, B-CN
Opioid antagonist Stit Laktoferrin
k-CN
Yumurta Ovotransferrin
- . Lizozim
Antimikrobiyal Siit Laktoferrin
a-, B-, k-CN
Antitrombotik Stit k-CN (glikomakropeptit)
Mineral baglama, .
antikaryojegﬁik Sut o-, p-CN
. . Soy Glisinin
Hipokolestrolemik Siit B-LG
o Balik Sardalya eti
Antioksidan Bugday Bugday germ proteini
Siit a-LA, p-LG

Endiistriyel siit iirlinleri i¢in kullanmilan starter kiiltiirler yiiksek proteolitik
aktiviteye sahiptir. Fermente siit {irlinlerinde starter ya da starter olmayan bakteriler
tarafindan biyoaktif peptitler meydana getirilmektedir. Lactobacillus lactis,
Lactobacillus helveticus, L. Delbrueckii spp. Bulgarius gibi laktik asit bakterilerinin

proteolitik sistemleri detayl1 bir sekilde incelenmistir. Bu sistem hiicre membranlarina
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bagl proteinazlardan ve endopeptidaz, aminopeptidaz, tripeptidaz ve dipeptidaz gibi
farkl: hiicre i¢i peptidazlardan kaynaklanmaktadir [Fitzgerald ve Murray, 2006].

Biyoaktif peptit iiretimi biiyiik protein molekiiliiniin enzimatik hidrolizi ile
gerceklesmektedir. Cogu biyoaktif peptitin tiretiminde pepsin ve tripsin gibi sindirim
sistemleri enzimi kullanilmaktadir. Son yillarda sigir as2-kazein ve sigir, koyun, kegi
X-kazeinin tripsin ile hidrolizi sonrasinda ACE inhibitor peptitleri elde edilmistir.
Ayrica alkalaz, kimotripsin, pankreatin, pepsin, termolisin gibi ¢esitli proteinazlarin
yani sira bakteriyel veya fungal kaynaklardan elde edilen enzimler ¢esitli proteinlerden
biyoaktif peptit liretiminde kullanilmaktadir. Peptitler dogal protein kaynaklarindan
geleneksel yollarla iiretilmesinin yani sira rekombinant DNA teknikleri ile 6zel
peptitler ya da 6n maddelerinin mikroorganizmalar ile tretilmesi konusunda

calismalar yapilmaktadir [Sanlidere ve Oner, 2006].

Peptitler, bazi gidalarda dogal olarak bulanabildikleri gibi proteinlerin
enzimlerle in-vivo ve in-vitro olarak hidrolizi ile elde edilebilmektedirler. Genellikle
3-20 amino asitten olusan bu biyoaktif peptitler bazi durumlarda daha fazla amino asit
igerebilir. Sindirim sisteminde enzimatik hidrolizle ortaya ¢ikan biyoaktif peptitler
ince bagirsaklardan kan dolasimina gegmesi sayesinde sistematik fayda saglar.
Biyoaktif peptitlerin amino asit dizilimine bagl olarak kan basinci diigiirme, immiin
sistemini giiclendirici, antimikrobiyal, antioksidan, kolestrol diisiirme, mineral
baglama, safra asitlerini baglama ve tansiyonu diisiirme gibi biyoaktif 6zelliklere
sahiptirler. Baz1 biyoaktif peptitler multifonksiyonel olup birden fazla fonksiyonel
fayda saglayabilirler [Erdmann vd, 2007]

2.5 BIYOAKTIF PEPTITLER VE KARDIYOVASKULER SAGLIK

Kardivaskiiler hastaliklar tiim diinyada birincil derecede 6liim sebeplerinden
birisidir. Gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere gére 6liim oraninin fazla olmasi
bu hastaliklar ile yasam ve beslenme tarzi arasindaki dolaysiz iligkinin 6nemli bir ispati
olarak goriilmektedir. Geligmis {iilkelerde her yil 2,4 milyon kisi kroner kalp
hastaliklarina bagli olarak yasamini yitirdigi bildirilmistir [Samur ve Yildiz, 2008].
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Birgok gelismis iilkede bu kapsamda kalp hastaliklarini azaltmaya yonelik ¢esitli diyet
onerileri yapilmaktadir. ABD de meyve ve sebze bakimindan zengin ve diisiik yagh
stit uriinleri tiiketimini destekleyen DASH diyet (Dietary Approaches to Stop
Hypertension) gibi diyet programlari ile kalp hastaliklarin1 6nlemek igin gesitli
kampanyalar yapilmaktadir [Erdmann vd, 2007].

Yapilan bir ¢alismada, yiiksek tansiyonun dnlenmesi ve tedavisinde meyve
sebze tiikketiminin artirilip diisiik yagl siit iirtinlerinin kullanildig1 diyet programlarinin

daha etkili oldugu anlasilmigtir [Appel vd., 1997].

Kalp hastaliklarini azaltmaya yonelik bircok ¢alisma olmakla birlikte giinliik
protein miktarini azaltip karbonhidrat miktarini artirmaya yonelik olanlarin HDL’yi
diistiriirken beraberinde LDL’yi de disiirdiigii ve trigliserid miktarini artirdigi
bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda yiiksek bitkisel protein tiiketiminin
kardiyovaskiiler hastaliklar1 azalttigi bilinmektedir. ABD’de 1997 yilinda yapilan
OmniHeart (Optimal Macro-Nutrient Intake to Prevent Heart Disease) denemesinde
giinliik diyette karbonhidrat miktarinin azaltilip diisiik ve doymus yag icerikli protein
miktarmin artirildigi durumlarda kilo kaybinin gergeklestigi, kan basincinin ve kalp
hastaliklar1 riskinin azaldigi belirtilmistir [Appel vd., 1995]. Bu durum giinliik
diyetteki protein igerigini artirmanin faydalarmi gosterdigi igin Onemli kabul

edilmektedir.

2.5.1 Antihipertansif peptitler

Yiiksek kan basinct genellikle arteriol denen kiigiik kan damarlarinin
daralmasi sonucu kanin damar duvarina daha fazla basing yapmasiyla ortaya ¢ikar.
Daralan damardan kanin gecgebilmesi i¢in kalp daha fazla calisir ve genellikle kalp
yetmezIligi sorunu ortaya ¢ikar. Yiiksek kan basinci kalp disinda baska bobrek ve
beyin basta olmak {izere bir¢ok organa zarar vermektedir. Kalp, bobrek, géz ve beyin
damarlar1 bu yiiksek basinca uzun yillar boyunca dayanabilse de kan basincindaki

yiikselme yillarca, belirti vermeden ilerleyebilir. Birden ortaya ¢iktig1 diistiniilen kalp
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krizleri, fel¢ler ve bobrek yetersizliklerinin birgogunun arkasinda yiiksek kan basinci

oldugu bilinmektedir [Erdmann vd, 2007].

Yiiksek tansiyon hastaligina genelde bazi hastaliklar eslik etmektedir.
Bunlarin bazilari seker hastaligi, dislipidemi ve obezite’dir. Bu hastaliklarin bir ya da
birkag1 yiiksek tansiyonla bir araya geldiginde kan damarlarinda ateroskleroz
(sertlesme) ve kalp hastaliklar1 olusumu kolaylagsmaktadir. Buna bir de sigara ve alkol
kullanimi, sagliksiz beslenme ve hareketsiz yasam tarzi eklenirse kalp hastaligi riski

daha ¢ok artmaktadir.

Yiiksek kan basinci bilinen en ciddi kalp rahatsizlig: risk faktoriidiir. Bu
hastaligin kroniklesmesi ile ortaya ¢ikan yiiksek tansiyon hastaliginin tedavisi son
yillarda tretilen ilaglar sayesinde daha kolay olmaktadir. Tiim “yiiksek tansiyon”
hastalarinda biiyiik tansiyonun 140 mmHg’nin, kiigiik tansiyonun ise 90 mmHg’ nin
altina, hasta rahatsizlik hissetmedigi durumlarda daha da diisiik degerlere diisiiriilmesi
gerekmektedir. Eger yiiksek tansiyon hastasi kiside seker hastaligi, inme riski, kalp
krizi hikayesi, bobrek hastaligi gibi iliskili hastaliklar varsa tansiyon degeri 130/80

mmHg ve altinda olmalidur.

Gilinlimiizde kullanilan pek ¢ok yiiksek tansiyon ilact bulunmaktadir. Temel
olarak tansiyon disliriicli ilaglar diiiretikler, kalsiyum kanal blokerleri ve beta-
blokerler seklinde siniflandirilabilir. Fakat bu ilaglarin ortak yan etkileri hastalarin
yasam kalitelerini ciddi olarak diisiirmektedir. Bu ortak potansiyel yan etkilerden

bazilar1 agagida belirtilmistir.

o Diisiik kan basinci (hipotansiyon)
e Bas donmesi veya goz kararmasi
e Sik bayilma

e Carpmti

e Uyuklama, giigsiizliikk yorgunluk
o Eklem veya bel agris1

o Kabizlik
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e Cinsel isteksizlik, iktidarsizlik
« Depresyon

e Alerjik reaksiyon
2.5.2. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim (ACE) ve ACE Inhibitorleri

Yiiksek kan basinct olusumunda Anjiyotensin Doniistiiriicti Enzimin (ACE)
cok onemli bir rolii bulunmaktadir. Viicutta su ve tuz kaybi oldugunda bobrekten renin
salinimi meydana gelir. Bu da karacigerde sentezlenen anjiotensinojeni anjiotensin I’e
dontigtiiriir.  Anjiotensin I ise birgok damarin endotelinde bulunan, pulmoner
damarlarda ise yiiksek konsantrasyonlarda varolan ACE ile anjiotensin II’ye doniisiir
(Sekil 2.3). Anjiotensin II ise adrenal korteksten aldosteron sekresyonunu uyarir ve

kuvvetli bir vazokonstriktordiir (damar tikayict) [Turgut, 2005]

Sekil 2.3. Anjiyotensinojenin anjiyotensin II’ye doniisimi [Erdmann vd, 2007]

Anjiyotensinojen

7 Renin
Aniivotensin | Bradikinin | yasgdilator
ACE Innibitey Poptiion My || AcE
Anjiyotensin Il inaktif Uriinler

{

Vazokonstriksiyon

Kan Basinci T

Sekil 2.5.5” de belirtildigi lizere, kan basinci herhangi bir nedenle normal
seviyenin altina diismesi durumunda bobrekler proteolitik bir enzim olan renini
salgilamaktadir. Renin plazmada bol miktarda bulunan ve karacigerde siirekli bir
sekilde sentezlenerek serbest hale gelen anjiyotensinojen adli bir peptitin iizerine etki

ederek inaktif anjiyotensin I in olusumunu katalizlemektedir. Plazmada bulunan ACE
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inaktif anjiyotensin I'i oldukca aktif bir oktapeptit olan anjiyotensin Il ye

dontstiirmektedir.

Anjiyotensin Il kardiovaskiiler sistem ve adrenal korteksteki aldosteron
sentezi lizerinde Onemli bir etkiye sahiptir [Selcuk,2002]. Anjiyotensin II,
kardiovaskiiler sistem f{izerinde bilinen en giiglii etkiye sahip vazokonstriktordiir
(damar daralticidir) ve kan basincinin yiikselme giicli noradrenaline gore 40 kez daha
fazladir. Anjiyotensin ayrica adrenal kortekste aldosteron sentezini ve salgilanmasini
da arttirir. Bu da Na ve su reabsorbsiyonunu arttirarak indirekt olarak vazokonstriktor

(hipertansif) etki gosterir.

Bu sistemin bloke edilmesi ya da engellenmesi kan basincinmi diisiiriirken,
kalp yetmezligi belirti ve bulgularini iyilestirmekte, diyabetik nefropatide renal
fonksiyonun bozulmasini 6nlemektedir. Bu amagla kullanilacak inhibitor ve blokerler
sunlardir: RAAS renin inhibitorleri (B-blokerler), Anjiotensin II reseptor blokerleri,
Aldosteron ve ACE inhibitorleri tarafindan bloke edilebilir [Selguk,2002].

Bu amagla ticari olarak kullanilan ilaglar olsa bile yan etkilerinin de etkisiyle
dogal ilag/ etken madde arayislart hiz kazanmistir. Plazma ve dokularda ACE’yi
inhibe ederek giiclii bir endojen vazokonstriktor olan anjiyotensin II (A II) diizeylerini
diistiren ve bdylece antihipertansif etki gosteren ilaglara ACE inhibitorleri
denilmektedir. Anjiyotensin | in Anjiyotensin II’ye doniismesini saglayan ACE’yi
engelleyen ve c¢ogu gida kaynakli olan ACE inhibitorlerinin kan basincini
diistirmedeki etkileri pek ¢ok klinik ¢alismada gosterilmistir. Bu biyoaktif peptitler
hem 6nleme hem de yiiksek tansiyonu tedavi etme etkileri nedeniyle dikkatleri tizerine
cekmektedir. Elde edilen biyoaktif peptitlerin antihipetansif etkileri basta deney
hayvanlari olmak {izere insanlar lizerinde denenmis ve ¢ok olumlu sonuglar alinmstir.
Yapilan in-vivo caligmalarda biyoaktif peptitlerin kan basincini ciddi oranda

diisiirdiigii goriilmiistiir.

ACE inhibitorleri hipertansiyonun yiiksek renin formlarinda daha etkilidir.

Dietle sodyum kisitlamasi veya diuretik kullanimi ile hacim azalmasi1 meydana gelen
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hastalarda ACE inhibitorii kan basincinda dramatik disiis meydana getirir.
Hipertansiyonda monoterapi olarak ACE inhibitorleri kullanildiginda iyi bir cevap,
doz ve kullanilan kriterlere bagli olmak tizere hastalarin %35- 70’de elde edilmistir
[Williams,1988]. ACE inhibitorleri plazmadaki renin diizeyini asir1 derecede
yiikselterek giiclii bir vazodilator (damar agici) olan bradikininin yikimini azaltirlar.
Bu sekilde kardiyovaskiiler sistemin biitiiniinde anjiyotensin II diizeylerinin
azalmasina bagli olarak arteriyel vazodilatasyon yaparlar, total periferik damar

direncini azaltip ve kan basincini diistirtirler.

ACE inhibitorleri, ACE’ye yarismali olarak baglanarak enzimin etkisini
bloke ederek yiiksek tansiyon olusumunu engellemektedir. Ozellikle C terminal
bolgesinde prolin, lisin ve arjinin amino asitlerini igeren peptitlerin kuvvetli
antihipertansif etkilerinin oldugu tespit edilmistir [Kim ve Wijesekara, 2010].
Cizelge 2.5.’te farkli peptit kaynaklarinin amino asit dizilimi ve ACE’yi %50 oraninda

inhibe edebilecek protein miktarlar verilmistir.

Cizelge 2.5. Baz1 ACE inhibitorii peptitler [Erdmann vd, 2007]

Peptit Kaynag Amino asit Dizilimi I1Cs0 (nmol/L)
) VPP 9,0
Siit (B- kazein)
IPP 5,0
) IPA (B- laktosin A) 141,0
Siit (B- laktoglobin) _
ALPM (B- laktosin B) 928,0
Balik (sardalya) VY 26,0
LKPNM 2,4
Balik (palamut)
LKP 0,32
LKP 0,32
Et (tavuk) IKW 0,21
LAP 3,5
MNPPK (miyopentapeptit A) 945,5
Et (domuz) _ i
ITTNP (miyopentapeptit B) 549,0
Yumurta (ovalbumin) LW 6,8
Soya (glisinin) NWGPLV 21
Bugday (gliadin) IAP 2,7

19



Eroglu, C.E. 2016. Findik Protein Hidrolizatlarimin Antihipertansif Etkisinin (Ace Inhibisyon Aktivitesinin) Belirlenmesi,
Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

ACE ile yiiksek tansiyon arasindaki bu direk baglanti nedeniyle ACE
aktivitesini engellemek amaciyla kaptopril, enalapril, alasepril ve lisinopril gibi
inhibitorleri igeren birg¢ok ilag olsa da Oksiiriik, ¢esitli cilt problemleri, anjiyonerotik
edema gibi bir¢ok yan etkisi nedeniyle arastirmalar dogal ve giivenilir olan1 bulmaya
dogru kaymistir. Siit ve siit iriinlerinden, soya, bezelye, mercimek gibi bitkisel
proteinler ve alglerden diger deniz iiriinleri artiklarindan elde edilen proteinlerin ACE
inhibisyon etkisi iizerine in vitro ve in vivo ¢alismalar yapilmistir. Bu kaynaklardan
elde edilen proteinler tripsin, pepsin, kemotripsin, alkalaz gibi farkli proteolitik
enzimlerle hidroliz edilerek biyoaktif peptit tretimi gerceklestirilmistir [Kim ve
Wijesekara, 2010; Abubakar vd., 1998; Fitzgerald ve Meisel, 2000; Sheih vd., 2009;
Suetsuna, 1998; Suetsuna ve Chen, 2001; Gao ve ark.,2010 ].

Yapilan calismalarda normotansif konularda bu peptitleri uygulamanin
tansiyonu diisirmede hemen hemen hi¢ etkisi olmadigi bildirildiginden biyoaktif
peptitlerin 6zellikle 1limli seyreden hipertansiyon hastalarda ilk tedavi ya da yardime1
tedavi olarak uygulanabilecegi belirtilmistir. Uygulamanin diger tedavi tiirlerine gore
ucuz olmasi ve sentetik ACE engelleyicilerine gore yan etkilerinin olmamasi biyoaktif

peptitlerin rahatlikla uygulanabilecegini géstermistir [Erdmann vd, 2007]

Kobay hayvanlar1 ve insanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda baz1 biyoaktif
peptitlerin antihipertansif etkisi gosterilmistir. Zein’in saflastirilmamis hidrolizatinin
Sg/kg dozlarinda oral yoldan alinmasi ile SHR kan basinci 6h sonunda ciddi derecede
diistiigti goriilmistiir [Miyoshi vd., 1991]. Ayni sekilde sardalya hidrolizat1 2.0gr/ kg
dozlarda verildiginde SHR de ciddi bir antihipertansif etkisi oldugu goriilmiistiir
[Sugiyama vd., 1991]. Kurumus palamutun thermolisin hidrolizat 500mg/kg dozlarda
alindiginda 6 saatte ciddi kan basinci diistirme etkisi oldugu anlasilmistir [Fujita vd.,
1995]
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 MATERYAL:

Calismamizda materyal olarak Mersin Universite Gida Miihendisligi
Boliimii’nde yag1 alindiktan sonra izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle saflastirilan findik

proteini konsantresi kullanilmistir.

Protein konsantresi eldesi i¢in ilk 6nce findik yagi uzaklagtirilmistir. Yagi
alimmig findik tozu eldesi i¢in kavrulmamis kabuklu, ¢ig, tombul findik c¢esidi
kullanilmistir. 500 g kabuklu ¢ig findik 2000 mlI’lik bir beher icinde 1000 ml su ile
1slatilarak 1 gece bekletilmis, 30°C’ye ayarlanmis etiivde 6 saat boyunca kurutulmus
ve kabuklari temizlenmistir. Geriye kalan 430 g kabuksuz ¢ig findik 6giitiilmeden 6nce
protein denatiirasyonunu engellemek icin -198°C siv1 azot icinde dondurulmus ve
degirmende (IKA-Werke M20, Almanya) ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen findiklar petrol
eteri ile birlikte blenderden gegcirilerek findik pargaciklarinin eter ile homojen karigimi
saglanmistir. Karisim manyetik karistirict da 6 saat boyunca karistirilmig ve 6 saat
sonunda vakum pompasi ile kaba filtre kagidindan siiziildiikten sonra, yeniden petrol
eteri ilave edilerek manyetik karistiricida 6 saat siiresince karistirilmistir. Ornekler
yeniden vakum pompasi ile kaba filtre kagidindan siiziildiikten sonra 30°C sicakliga
ayarlanmus etiiv icerisinde 1 saat boyunca kurutularak petrol eterinin uzaklagtirilmasi

saglanmistir [Oztop, 2014].

Yag1 alinmis findik tozundan protein konsantresi eldesi i¢in findik tozu 1/10
oraninda saf su ile karistirilmigtir. Karigimm pH’1 1N NaOH ile 9’a ayarlanmis ve
manyetik karistirictda homojen bir karisim elde edilene kadar oziitleme islemine
devam edilmistir. Daha sonra 9.000g’de 4°C sicaklikta 30 dakika santrifiij edilerek
¢okelti ayrilmistir. Ust faz 1M HCI ile pH 4,5’a ayarlanarak 30 dakika manyetik
karistiricida kanistirlmugtir. Ust faz 9.000g’de 4°C sicaklikta 30 dakika santrifiij
edilerek uzaklastirnllmistir. Alttaki kat1 ¢okeltiye saf su eklendikten sonra pH tekrar
4,5’a ayarlanmis ve 30 dakika daha karistirilmistir. Karistirma sonrasit 9.000g’de 4°C
sicaklikta 30 dakika santrifiij edilerek iist faz ayrilmis ve kat1 ¢okelti 1M NaOH ile
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notralize edikten sonra liyofilizatorde 48 saat dondurularak kurutularak protein

konsantresi elde edilmistir [Oztop, 2014]

3.1.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Siilfirik asit (merch no0:100731), kjeldhal katalizorii, hidrojen peroksit
(sigma-aldrich no: H1009 %30), Metil Red (sigma-aldrich no: 32654), Brom Krezol
yesili (sigma-aldrich 114359), sodyum hidroksit (merc n0:106462), borik asit (sigma-
aldrich no: b6768), hidroklorik asit (sigma no:H1758), pepsin (sigma-p7000), tripsin
(sigma t6763), Sodyum dihidrojen fosfat (merck M1063461000), fosforik asit (sigma-
aldrich n0:345245), di-sodyum hidrojen fosfat (merck no:106586), N-Hippuril-
Histidin-Losin  Hidrati  (Sigma no:H4884), Hippiirik Asit (Sigma 112003),
anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE- Sigma A6778 ; 0.25 unit), Trifloroasetik Asit
(sigma T6508), Asetonitril (sigma no:271004)

3.2 YONTEM:

3.2.1 Protein Analizi

Protein miktar1 tayini AACC-Method No. 46.12 [AACC, 2000]’de verilen
Mikro Kjeldahl analiz yontemine gére yapilmistir. Yontem yakma, destilasyon ve
titrasyon agamalarindan olugsmaktadir. Yontemin ilkesi azot iceren ornegin siilfiirik
asit (H2S0s) ile yakilarak igindeki tiim azotun (NH4)2SO4’ a doniistiiriilmesi, daha
sonra ¢ozeltinin baziklestirilmesi ve agiga ¢ikan NHz in damitilip standart bir asit
cozeltisi i¢inde toplandiktan sonra ndétrlesmeyen fazla asit miktarinin titrasyonla
saptanmasidir. Titrasyonda tiiketilen asit miktar1 kullanilarak &rnekteki toplam azot
miktarini belirlendikten sonra 6,25 doniisiim faktorii kullanilarak protein miktari
hesaplanmistir. Calisma 3 tekerriirlii olarak tekrar edilmistir. Kjeldahl ile protein

analizi akim semasi Sekil 3.1°de verilmistir.
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TARTIM

YAKMA
(Kjeldahl Balonuna igerisinde)

1 adet kjeldhal katalizorii + 2 ml H20,+10 ml siilfiirik asit
350°C’de yakma (Is1 kademeli artirilir)
Sogutma (1 saat)

DESTILASYON
5 damla Metil Red- 5 dlmla Brom Krezol yesili

250 ml Destilat elde edinceye kadar destilasyona devam edilir

TITRASYON (0.2 N HCI)
Sekil 3.1 Protein Analizi

3.2.2. Protein hidrolizi

Protein hidrolizi Wu vd., (2006) yontemi modifiye edilerek yapilmistir.
Hidroliz 6ncesinde toplam 100ml olacak sekilde 2 farkli pH’da %6 protein izolati
iceren sulu silispansiyon karigimi  hazirlanmigtir.  Siispansiyon  karigiminin
hazirlanmasinda pepsin hidrolizi i¢in pH 2 (NaH2PO4. 2H0O — H3PO4) tamponu
kullanilirken tripsin hidrolizi i¢in pH 7,5 (NaH2POs. 2H>O — H3POs) tamponu
kullanilmigtir. ~ Protein izolat1 siispansiyonlari manyetik karistiricida yarim saat
karigtirllarak ve 37°C ye ayarlanmis calkalamali su banyosunda 30 dakika 6n
inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra Enzim/protein orani 1/25 olacak sekilde pepsin ve
tripsin enzimleri eklenmistir. Hidrolizin basinda enzim eklenmeden 6nce (0.dak),
30.dakikada, 60.dakikada ve 120.dakikada 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnekler enzim
inaktivasyonu igin 85°C’ye ayarlanmig su banyosunda 10 dakika bekletilmis ve

sonrasinda 4000g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust kisim alinarak daha sonra
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yapilacak islemler i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir. Calisma 3 tekerriirlii olarak

yapilmustir.

Calismada pepsin hidrolizinin baslangicinda enzim konulmadan 6nce alinan
kontrol 6rnegi PO, 30. dakikada alinan 6rnegi P30, 60.dakikada alinan érnek P60 ve
120.dakikada almman ornek ise P120 olarak adlandirilmigtir. Ayni sekilde tripsin
hidrolizinin baslangicinda enzim konulmadan once alinan kontrol 6rnegi TO, 30.
dakikada alinan 6rnegi T30, 60. dakikada alinan 6rnegi T60 ve 120.dakikada alinan
ornek ise T120 olarak adlandirilmistir. Protein hidrolizi akim semasi Sekil 3.2°de
verilmigtir.

TAMPON COZELTIi HAZIRLAMA

%6’lik PROTEIN SUSPANSIiYONU HAZIRLAMA
Pepsin i¢in pH 2 / Tripsin i¢in pH 7,5

!

HOMOJENIZASYON
Manyetik karigtiricida, 30 dak

ON INKUBASYON
37°C’de 30 dak.

> Ornek Alma
HIDROLIZ ( PO ve TO Ornekleri)
(Enzim/Protein=1/25)

ORNEK ALMA
(P30, P60, P120,T30,T60,T120 Ornekleri)

ENZIM INAKTIVASYONU
(85°C’de 10 dakika)

SANTRIFUJ
(4000g / 15 dak.) — ey Kat; Cokelti

!

FINDIK PROTEINI HIDROLIZATI
Sekil 3.2. Pepsin ve Tripsin Protein Hidrolizi Akim Semasi
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3.2.3 ACE inhibisyon Analizi

Findik proteini hidrolizatinin ACE inhibisyon etkisi Kwon vd. [2006]
tarafindan gergeklestirilen yontemin modifiye edilmesiyle belirlenmistir. Y 6ntemin
temeli, findik hidrolizatinin N-Hippuril-Histidin-Losin’den (HHL) Hippiirik Asit
(HA) olusumunu saglayan ACE’nin inhibisyonu ilkesine dayanmaktadir. Caligmada
HHL’in ACE varhiginda, inhibitér kullanilmadan %100 HA’ya donistigi
varsayilmistir. Inhibitdr kullanilmadan gerceklestirilen bu érnekler “Kontrol Ornegi”
olarak adlandirilmistir. HA’daki azalmanin arastirildign Orneklerde ise degisik
zamanlarda alinan protein hidrolizatlar1 kullanilmistir. Calismada, protein hidrolizati
kullanilarak ACE’nin inhibe edildigi o6rnekler “Inhibitér Ornegi” olarak
adlandirilmigtir. ACE kullanilmadig: i¢in reaksiyonun olmadig: fakat reaksiyonun
kontrol edildigi orneklere ise “Kor Ornek™ denilecektir. Orneklerin HA olusumu

tizerine etkileri Sekil 3.3’te verilmistir.

ACE
HHL — HA (Maksimum HA Olusumu) (Kontrol Ornegi)
ACE + Inhibitér ) .
HHL » HA (HA Miktarinda Azalma) (Inhibitor Ornegi)
HHL » (HA Olusumu yok) (K&r Ornegi)

Sekil 3.3 Orneklerin HA olusumu iizerine etkileri

ACE inhibisyon analizi, kontrol, inhibitor ve kor orneklerinin kullanildig:
HHL hidrolizi asamas1 ve olugan HA miktarinin incelendigi HPLC okumas1 agamasi

seklinde 2 asamada gerceklestirilmistir.
3.2.3.1 HHL Hidrolizi ve Enzim Inhibisyonu

Calismada inhibitor 6rnekleri hazirlanirken 40ul findik hidrolizati ve 200ul
2.0mM HHL ¢ozeltisi 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine konulmus ve g¢alkalamali su

banyosunda 37°C’de 10 dakika 6n inkiibasyon yapilmistir. Ayn1 sekilde stok olarak
hazirlanmis 0,05U/ml ACE c¢ozeltisi de 37°C’de 10 dakika bekletilmis ve enzim
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aktivasyonu saglanmigtir. 10 dakika sonunda ACE ¢ozeltisinden 40ul (2mU) alinarak
findik hidrolizat1 +HHL ¢ozeltisine eklenmis ve 6rnek 37°C de 1 saat inkiibe edilmistir.
1 saat sonunda 85ul 1M HCI eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Ornekler 0,45
mikronluk teflon filtreden gecirilerek HPLC viallerine aktarilip HPLC okumasi
yapilmustir.

Calismada kullanilan HHL ve ACE ¢dzeltileri 300mM NacCl igeren 100mM
pH 8,3 borat tamponu kullanilarak hazirlanmistir. Kontrol orneklerinde findik
hidrolizati yerine H2O kullanilirken, kor 6rneklerinde findik hidrolizati yerine H20 ve
ACE yerine ise tampon kullanilmistir. Inhibitér, kontrol ve kér drneklerinin icerikleri

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Inhibitdr, Kontrol ve Koér drneklerinin Icerikleri

Ornek Ad Substrat Miktar1 | Enzim Miktar1 | inhibitor Miktar
Kontrol Ornegi 200uL 2mM HHL | 40uL 2mU ACE | 40uL H20
Inhibitér Ornegi 200puL 2mM HHL | 40pL 2mU ACE | 40pL Findik Hidrolizatt
K&r Ornegi 200uL 2mM HHL | Tampon Cozelti | 40uL H20

3.2.3.2 HPLC Okumasi:

HHL hidrolizi sonucu olusan HA miktar1t HPLC-UV/VIS (Shimadzu 20AD)
cthazi kullanilarak 6l¢iilmiis olup HPLC kosullar1 asagidaki gibidir.

Mobil Faz: A) %0,05 Trifloroasetik Asit (TFA) + %99,95 H,O
B) %0,05 TFA + %99,95 Asetonitril
Kolon: Inertsil ODS 4 (4,6X150 mm Spm)

Dereceli Elisyon :

Zaman Mobil Faz A | Mobil Faz B
(dak) (%) (%)

0 95 5

10 40 60

12 40 60

13 95 5

17 95 5
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Akis hizi: 1 min/dak
Enjeksiyon Hacmi: 10uL
Dalga boyu: 228
Dedektor: PDA

ACE inhibisyon degerinin kantitatif analizi i¢in Sekil 3.4’deki hippiirik asit
kalibrasyon grafigi kullamilmistir. Kalibrasyon grafigi 0,02 mmol/L, 0,04 mmol/L,
0,06 mmol/L, 0,08 mmol/L, 0,1 mmol/L, 0,2 mg/L, 0,4 mmol/L, 0,6 mmol/L, 0,8
mmol/L ve 1,0 mmol/L seklinde 10 farkli konsantrasyonda standart c¢ozelti

kullanilarak hazirlanmustir.

Hipurik asit Kalibrasyon Grafigi

1600

1400 y=1333,6x+8,8713 ¢

R2=0,998 .-
1200

1000 - ®

800 e

ALAN (*1.000)

600 '
400

200
0 “'.’

0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2
HA (mM)

Sekil 3.4. Hippiirik Asit Kalibrasyon Grafigi
Hippiirik asit (HA) ve HHL e ait tutulma zamanlar1 sirastyla 7,14 ve 8,30

dakikalarda ger¢eklesmistir. HA ve HHL’e ait HPLC kromatogrami Sekil 3.5’te

verilmistir.
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mV.

Max Intensity : 995,688

{Detector A:228nm

18.394

1000
900
800
700]
6004
500

4004

RT7.147/7.136

300

ol s

Time 0.361 'Inten. 1,085.039]

100
] A v Lw

=3
-3
!

0.0 25 50 75 10.0 125

Sekil 3.5. HA ve HHL’ye ait HPLC kromatogram
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 BULGULAR

4.1.1 Farkl Hidroliz Zamanlarinda Alinan Orneklerin ACE Inhibisyon Degerleri

Findik izolatinin pepsin ve tripsin ile hidrolizi esnasinda farkli zamanlarda (0,
30, 60, 120 dak) alinan 6rneklerin %ACE inhibisyon degerleri (%INH) hesaplanmustir.
Calismada ACE aktivitesi nedeniyle HHL HA’ya donisiirken, olusan HA
konsantrasyon degeri HPLC’de dlciilmektedir. Inhibitér kullanmilmadigi durumlarda
maksimum HA sonucu veren kontrol 6rneklerinin HA konsantrasyon degeri ve findik
hidrolizat1 kullanildigi durumda olusan HA konsantrasyon degerleri farkindan
inhibisyon etkisi bulunmustur.  %INH hesaplanmasinda asagidaki esitlik

kullanilmastr.

(M kontrol M brnek)

kontrol

%INH = x100

M 9k - Inhibitor drneklerin HA konsantrasyon degeri

M kentrol: K ontrol 6rneklerinin HA konsantrasyon degeri

Calismada kontrol 6rneklerinin ortalama HA konsantrasyon degeri 1,14mM
olarak bulunmustur ve %INH degerinin hesaplanmasinda M "' degeri olarak bu

deger kullanilmstir.

4.1.1.1 Farkli Zamanlardaki Pepsin Hidrolizatlarmnin %INH Degerleri

Findik izolatinin pepsin enzimi ile hidrolizi siiresince farkli zamanlarda
alinmig drneklere ait %INH degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir. PO 6rneginin %INH
degeri incelendiginde hidrolize baslanmadan énce ACE’nin %98,54 oraninda inhibe
oldugu goriilmiistiir. Hidroliz siiresince alinan P30, P60 ve P120 6rneklerinin %INH
degerinde dikkate deger bir degisiklik gozlenmemis ve sirasiyla %98,68, %98,24 ve
%96,93 inhibisyon degerleri bulunmustur.
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Pepsin hidrolizatlarinin %ACE inhibisyon Degerleri

98,68
100,00 98,54 98,24 96,93
90,00
c
2 80,00
2]
)
c
£ 7000
*
60,00
50,00
0 30 60 120

Hidroliz Suresi (dak)

Sekil 4.1. Pepsin hidrolizatlarmin %ACE Inhibisyon Degerleri
4.1.1.2 Farkli Zamanlardaki Tripsin hidrolizatlarmin %INH Degerleri

Tripsin hidrolizi siiresince alinan drneklere ait %INH degerleri Sekil 4.2.’de
gosterilmistir. TO 6rneginde %INH degeri %80,10 olarak bulunmustur. Bu deger
hidroliz siiresince ilk 30 dakikada artmis sonra 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir.
Hidroliz siiresince alinan T30, T60 ve T120 &rneklerinde %INH degerleri sirasiyla

996,29, %92,10 ve %92,54 bulunmustur.

Tripsin hidrolizatlarinin %ACE inhibisyon Degerleri

100,00
94,29 92,10 92,54
90,00
c 80,10
(o]
> 80,00
2]
)
x
.£ 70,00
x
60,00
50,00
0 30 60 120

Hidroliz Suresi (dak)
Sekil 4.2. Tripsin hidrolizatlarinin %ACE Inhibisyon Degerleri
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4.1.2 Pepsin ve Tripsin Hidrolizatlarinin IC50 Degerlerinin Bulunmasi

Calismada seyreltilmeden kullanilan 40uL findik proteini hidrolizatinin
ACE’yi yiiksek oranda inhibe ettigi anlagilmistir. Gerek hidroliz 6ncesi gerek hidroliz
siiresince alman Orneklerde %INH degerlerinin hem pepsin ve hem de tripsin
orneklerinde %90 inhibisyon degerinin iizerinde oldugu goriilmistir. Findik
proteinini izolatinin ACE inhibisyon etkisinin anlagilmasi i¢in ACE’nin ¢alismasini
%50 oraninda inhibe edebilen protein miktarinin (IC50) bulunmasi gerekmektedir. Bu
nedenle hidroliz siiresince degisik zamanlarda alinan findik proteini hidrolizati

ornekleri degisik oranlarda seyreltilerek IC50 degerleri bulunmustur.

4.1.2.1. Pepsin Hidrolizatlarinin IC50 Degerlerinin Bulunmasi

IC50 degerinin bulunabilmesi i¢in farkli hidroliz zamanlarinda alinan
ornekler 2X ile 150X arasinda degisen oranlarda seyreltilerek HHL hidrolizi
gergeklestirilmistir.

Asagidaki verilen Cizelge 4.1.°de PO, P30, P60 ve P120 o6rneklerine ait

seyreltme oranina karsilik gelen %INH ve Protein Igerigi degerleri goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Pepsin Hidrolizi % ACE Inhibisyon ve Protein igerigi Degerleri

PO P30 P60 P120
S IR T I T e T e
oran o, INH Icerigi o, INH Igerigi o, INH Icerigi o, INH Icerigi
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1 08,42+0,35 [24,81+2,06/98,68+0,44 [28,12+2,28/98,25+0,88 [29,56+0,95[96,93+0,44 [29,03+1,82
5 75,0042,19 (4,96 - L I
10 68,42+4,39 2,48 3 3 -
25 16,05+0,44 10,99 84,65+1,32 |1,41 88,60+1,75 [1,48 87,72+1,75 [1,45
50 16,23+2,19 (0,50 65,79+0,88 0,56 71,49+0,44 0,59 70,47+1,65 (0,58
75 7,02£1,75 0,33 53,95+1,32 0,37 59,65+0,88 0,39 57,89+1,75 (0,39
100 [r.46+4,82 0,25 50,44+6,58 0,28 53,51+3,28 0,30 51,75+1,24 0,29
125 9,65+1,75 0,20 48,68+1,32 0,22 43,57+2,52 0,24 47,95+0,83 (0,23
150 B, 77+439 [,17 42,98+0,44 0,19 42,11+0,88 0,20 43,42+0,44 0,19
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PO hidrolizati seyreltme yapilmadan 6nce ACE’yi %98,51 oraninda inhibe
etmistir. Hidrolizatin seyreltme katsayisi arttikca %INH degeri azalmaktadir. Findik
protein hidrolizatinin 5 kat seyreltilmesi sonucunda %inhibisyon degeri %75’¢
diiserken 50 kat seyreltme sonucu bu deger %16,23’e diismiistiir. 150 kat seyreltilmis
hidrolizatin %INH degeri %8,77ye kadar azalmustir. Hidrolizin 30.dakikasinda alinan
orneklerin (P30) seyreltme isleminden 6nce %98,51 olan %ACE inhibisyon degeri
seyreltme sonucu azalmistir. Baslangicta 28,12 mg/ml protein igerigine sahip
hidrolizat 50 kat seyreltme sonucu %INH yaklasik %33 deger kaybederek %65,79’e
diigmiistiir. P30 6rneginin 100 kat seyreltilmesi sonucu inhibisyon etkisi %50,44’¢
kadar azalmigtir. P30 hidrolizatinin 150 kat seyreltilmesi sonucu ACE inhibisyon
degeri %42,98’e gerilemistir. Pepsin hidrolizinin 60.dakikasinda alinan 6rneklerde
(P60) baslangigta ACE inhibisyon degerinin %98,68 oldugu goriilmiis olup seyreltme
ile bu deger azalmistir. Hidrolizatin 50 kat seyreltilmesi sonucu inhibisyon degeri
yaklagik olarak %27 azalarak %71,49’e diismiistiir. Bu deger 100 kat seyreltme
sonucu %53,51 olurken 150 kez seyreltilmis 6rnegin ACE inhibisyon degeri %42,11
olmustur. Pepsin hidrolizinin 120. dakikasinda alinan 6rneklere (P120) ait baslangigta
%96,93 olan %INH degeri hidrolizatin 50 kat seyreltilmesi sonucu yaklasik olarak
%26 azalarak %70,47 degerine diismiistiir. %INH degeri hidrolizatin 100 kat
seyreltme sonucu %51,75 olurken 150 kez seyreltilmis 6rnegin ACE inhibisyon degeri

%43,42 olmustur.

Cizelge 4.1.’te verilen degerler kullanilarak ¢izilen seyreltilmis hidrolizattaki
protein igerigine karsilik %INH degerlerinin grafikleri Sekil 4.3°te gosterilmistir. PO
orneginde seyreltilmis protein icerigi ve %INH arasindaki iliskinin %94,17 oraninda
logaritmik olarak acgiklanabilir oldugu goriiliirken, P30, P60 ve P120 &rneklerinde
protein icerigi ve %INH arasindaki iliskinin sirasiyla %98.71, %98.45 ve %99.38

oraninda logaritmik olarak agiklanabilir oldugu anlasilmistir.
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PO P30
100,00 100,00
2 - o
80,00 RE=0,0417 80,00 RE=0,9871 ... e
o . o
60,00 60,00
s T -®
= . =z o®
=X o X @
40,00 40,00
20,00 |3 20,00
®
0,00 * 0,00
0,00 2,00 4,00 6,00 0,00 0,50 1,00 1,50
Protein icerigi(mg/ml) Protein icerigi (mg/ml)
P60 P120
100,00 100,00
R2=0,9845  _...-*""" ® 2-00928] .-t ®
80,00 e 80,00 O e
Lo { S
60,00 o’ L 60,00 o
z hd z ‘.‘
40,00 | ® = 40,00
20,00 20,00
0,00 0,00
0.00 0.50 1.00 150 0,00 0,50 1,00 1,50

Protein igerigi (mg/ml) Protein igerigi (mg/ml)

Sekil 4.3. Pepsin hidrolizatlarinin protein igeriklerine karsilik %INH degerleri

IC50 degerinin matematiksel olarak hesaplanmasinda grafiklerin logaritmik
denklemleri kullanilmistir. Sekil 4.3’teki PO grafigine ait denklem kullanilarak
hesaplanan IC50 degeri 1.47 mg protein/ml bulunmustur. Ayni sekilde P30 grafigine
ait denklem kullanilarak hesaplanan IC50 degeri 0,27 mg protein/ml bulunmustur.
P60 o6rneginin IC50 degeri de aymi sekilde P60 grafiginin denklemi kullanilarak
hesaplanmistir. P60 6rnegi i¢in IC50 degeri 0,27 mg protein/ml olarak bulunmustur.
Hidrolizin 120.dakikasinda alinan 6rneklerin IC50 degeri P120 6rnegine ait denklem
kullanilarak hesaplanmistir. P120 ig¢in IC50 degeri 0,26 mg protein/ml olarak

bulunmustur.
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Pepsin hidrolizinin basinda ve hidroliz siiresince alinan 6rneklerin 1C50

degerlerindeki degisim Cizelge 4.2°de belirtilmistir.

Cizelge 4.2. Pepsin Hidrolizatlarinin IC50 Degerleri

. Hidroliz siiresi IC50 degeri
Ornek Adi (dak) (mg /mgL)
PO 0 1,47+0,067
P30 30 0,27+0,011
P60 60 0,27+0,015
P120 120 0,260,005

Cizelge incelendiginde hidrolizin baglangicinda alinan PO 6rneginin 1C50

degeri (1,47mg protein/ml) hidrolizin 30.dakikasinda alinan P30 6rneginde yaklagik

%80 azalarak 0,27 mg protein/ml’e diismiistiir. IC50 degerindeki bu azalma inhibisyon

etkisindeki artig anlamina gelmektedir. Bu durumda pepsin hidrolizine basladiktan 30

dakika sonra findik hidrolizatinin inhibisyon derecesinin yaklasik 5,5 kat arttigi

sOylenebilir. P60 6rneginin IC50 degeri 0,27 olurken P120 6rneginin IC50 degeri 0,26

olarak belirlenmistir. Pepsin hidrolizi siiresince IC50 degerinin zamana kars1 degisimi

Sekil 4.4’te gosterilmistir.

orneklerde IC50 degerinde degisim olmadig1 anlagilmaktadir.

Pepsin Hidrolizi IC50 Degisimi

2,00

IC50 (mg/mL)
[
o u
o o

o
&
o

0,00

30

60 120

Hidroliz Suresi (dak)

Sekil 4.4 Pepsin Hidrolizi sirasinda IC50 degerindeki degisim

Sekil 4.4 incelendiginde 30 dakikadan itibaren alinan
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4.1.2.2. Tripsin Hidrolizatlarinin IC50 Degerlerinin Bulunmasi

Tripsin hidrolizi siiresince alinan 6rneklerin IC50 degerinin i¢in 6rnekler 2X

ile 150X arasinda degisen oranlarda seyreltilerek HHL hidrolizi ger¢eklestirilmistir.

Asagida verilen Cizelge 4.3’te TO, T30, T60 ve T120 o6rneklerine ait

seyreltme oranina karsilik gelen %INH ve Protein Icerigi degerleri goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Tripsin Hidrolizi Orneklerinin Inhibisyon ve Protein icerigi Degerleri

TO T30 T60 T120
Seyreltme I?rotein Protein Protein Protein
o/ i icerigi | o/ i Icerigi | o/ j Icerigi | o/ i Icerigi
oram | % INH (mg/mL) 01 INIE (mg/mL) OIS (mg/mL) AN (mg/mL)

79,82+3,5127,43+1.96 [93,86+0,44[29,66+2,44192,11+1,75130,21+4,63192,11+0,44 [30,79+4,42

1
2 78,95:+6,14[13,71 L L I
5 60,09+2,19/5,49 L L I

10 28,51+3,95)2,74 84,21+1,75)2,97 -

25 7,89+£3,51 |1,10 73,25+5,70(1,19 81,58+2,63(1,21 83,33+3,51 (1,23
50 3 - 47,37+1,240,59 46,49+0,88 0,60 48,68+0,44 D,62
75 - - 36,55+2,710,40 B34,21+1,320,40 37,28+1,32 0,41
100 ¢ - 33,55+5,39/0,30 29,82+1,54 0,30 29,82+1,75 P,31
125 - 31,80+8,91)0,24 21,93+1,750,24 21,93+3,51 0,25
150 ¢ - 17,54+0,88(0,20 14,91+0,88/0,20 17,54+1,75 P,21

Seyreltme yapilmadan 27,43 mg/ml protein igerigine sahip TO Orneginin
%INH degeri %79,82 bulunmustur. TO &rneginin 5 kat seyreltilmesi sonucunda
inhibisyon etkisi %60,09’a diiserken 10 kat seyreltme sonucu bu deger %28,51°e
diigmiistiir. 25 kez seyreltilmis 6rnegin ACE iizerindeki inhibisyon etkisi %7,89’e
kadar azalmistir. Baslangicta %93,86 %INH degerine sahip T30 hidrolizatinin 25 Kkat
seyreltilmesi sonucu ACE inhibisyon degeri yaklasik %20 azalarak %73,25%¢
diismistiir. 75 kat seyreltme sonucu inhibisyon etkisi %36,55’¢ kadar azalirken 150
kat seyreltme sonucu ise ACE inhibisyon etkisi %17,54’e gerilemistir. T60 hidrolizati
baslangicta %92,11 ACE inhibisyon etkisine sahipken 25 kat seyreltme sonucu
inhibisyon etkisi yaklasik olarak %11 azalarak %81,58 degerine diismiistiir. Bu deger
75 kat seyreltme sonucu %34,21 olurken 150 kez seyreltilmis 6rnegin ACE inhibisyon
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etkisi %14,91 olmustur. T120 6rneginin ACE inhibisyon etkisi baslangicta %92,11
olarak bulunmustur. Hidrolizatin 25 kat seyreltilmesi sonucu inhibisyon etkisi yaklasik
olarak %10 azalarak %83,33 degerine diiserken 75 kat seyreltme sonucu %INH degeri
37,28 olmustur. 150 kez seyreltilmis 6rnegin ACE inhibisyon etkisi %17,54 olarak
bulunmustur.

Cizelge 4.3’te verilen degerler kullanilarak cizilen seyreltilmis hidrolizattaki
protein igerigine karsilik %INH degerlerinin grafikleri Sekil 4.5°te gosterilmistir. TO
orneginde seyreltilmis protein igerigi ve %INH arasindaki iliskinin %93,52 oraninda
logaritmik olarak agiklanabilir oldugu goriiliirken, T30, T60 ve T120 &rneklerinde
protein igerigi ve %INH arasindaki iliskinin sirastyla %96,26, %97,16 ve %97,84

oraninda logaritmik olarak agiklanabilir oldugu anlasilmistir.

100,00 TO 100,00 T30
R?=0,9352 @ ... R?2=0,9626 ...* ®
80,00 o . ° 80,00
T 60,00 Q - 60,00 i
z . = .
Z . = o
X 4000 | = 40,00 ,
H
20,00 | ¢ 20,00 | g
é
0,00 0,00
0,00 10,00 20,00 30,00 0,00 2,00 4,00
Protein Igerigi (mg/ml) Protein Igerigi (mg/ml)
100,00 T60 leo
H 100,00
R2=0,9716 ®
80,00 80,00 Re=09784 .°
_ 60,00 60,00
= . T
Z z
x [ J 3 e
40,00 S °
‘ 40,00 :’
N [
20,00 ¢ °
° 20,00 )
0,00 0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 0,00 0'50 1'00 1'50
Protein icerigi (mg/ml) Protein icerigi (mg/ml)

Sekil 4.5. Tripsin hidrolizatlarmm protein iceriklerine karsilik %INH degerleri
p p ¢ $ g
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IC50 degerinin matematiksel olarak hesaplanmasinda grafiklerin logaritmik
denklemleri kullanilmistir. Sekil 4.5‘te TO oOrnegine ait denklem kullanilarak
hesaplanan 1C50 degeri 5,51 mg protein/ml bulunmustur. Ayn1 sekilde T30 6rneginin
IC50 degerinin hesaplanmasinda T30’a ait denklem kullanilmistir. T30 6rnegi igin
IC50 degeri 0,61 mg protein/ml bulunmustur. T60 6rneginin IC50 degeri de ayni
sekilde hesaplanmigtir. T60 6rnegi icin IC50 degeri 0,56 mg protein/ml bulunmustur.
Hidrolizin 120.dakikasinda alinan T120 6rnegi i¢in IC50 degeri 0,54 mg protein/ml

olarak bulunmustur.

Tripsin hidrolizi siiresince IC50 degerlerinin zamana kars1 degisimi Cizelge

4.4’te belirtilmistir.

Cizelge 4.4. Tripsin Hidrolizatlarinin IC50 Degerleri

- Hidroliz siiresi 1C50
Ornek Aty (dak) (mg protein/mL)
TO 0 5,51+0,001
T30 30 0,61+0,034
T60 60 0,56+0,009
T120 120 0,54+0,007

TO 6rneginin 5,51 mg/ml olan IC50 degeri hidrolizin 30.dakikasinda yaklagik
%90 azalarak 0,61 mg protein/ml degerine diigsmiistiir. IC50 degerindeki diisme
inhibisyon etkisindeki artis anlamina gelmektedir. Bu durumda tripsin hidrolizine
bagladiktan 30 dakika sonra findik hidrolizatinin inhibisyon etkisinin yaklasik 9 kat
arttig1 soylenebilir. T60 6rneginin IC50 degeri 0,56 olurken T120 6rneginin IC50
degeri 0,54 olarak belirlenmistir. Tripsin hidrolizi siiresince IC50 degerinin zamana

kars1 degisimi Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Tripsin Hidrolizi IC50 Degisimi
6,00

5,00

0.00 0,61 0,56 0,54
0 30 60 120
Hidroliz Suresi (dak)

Sekil 4.6 Tripsin Hidrolizi sirasinda IC50 degerindeki degisim
4.2. TARTISMA

Calismada findik izolatlariin 120 dakikalik hidrolizi sonucu P120 6rneginin
IC50 degeri 0,26 mg/ml olurken T120 6rneginin IC50 degeri 0,54 mg/ml bulunmustur.
Literatiirde findik hidrolizatinin ACE inhibisyonu iizerine etkisi konusunda herhangi
bir ¢calismaya rastlanilmamistir. Fakat farkli materyallerin kullanildig: bir¢cok ¢alisma
mevcuttur. Misir gliitenin ACE inhibisyon aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada misir
gluteni alfa amilaz enzimi ile 3 saat boyunca hidroliz edildikten sonra flavorzim
enzimiyle 8 saat boyunca 50°C’de hidroliz edilmistir. Hidroliz siiresince en diisiik
IC50 degeri 0,18 mg/ml olmustur [Kim vd., 2004]. Yine soyanin enzimatik
hidrolizinde pepsin ve pankreatinin birlikte kullanildigr calismada IC50 degeri
0,34mg/ml bulunmustur [Wu ve Ding, 2002]. Leguminin alkalaz enzimi ile 30 dakika
hidrolizi sonucu ACE inhibisyon etkisinin arastirildigi bir ¢alismada IC50 degeri
0,18mg/ml bulunmustur [Yust vd., 2003]. Soya siitlinden yogurt yapilan bir
fermantasyon ¢alismasi sonucunda IC50 degeri 0,28 mg/ml bulunmustur [Donkor vd.,
2005]. Peynir alt1 suyunun korolaz pp enzimiyle hidrolizi sonucu IC50’deki degisimin
incelendigi baska bir caligmada IC50 degeri 0,17 ile 0,88 arasinda degismistir [Van
der Ven vd., 2002]. Calismada elde edilen IC50 degerleri bu sonuglarla
karsilagtirildiginda findik proteini hidrolizatinin diger bitkisel ve hayvansal protein
kaynaklari ile benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Calismada hidroliz 6ncesi alinan PO ve TO kontrol 6rneklerinin IC50 degerleri

sirastyla 1,47 ve 5,51 mg protein/mL bulunmustur. Hidroliz oncesi, sadece pH
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ayarlamasi nedeniyle ortaya ¢ikan bu farkliligin pH 2,0’de hazirlanan PO &rneginin

asidik hidrolize ugramasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Calismada 120 dakikalik hidroliz sonucu pepsin hidrolizatlarinin tripsin
hidrolizatlarina gore daha fazla ACE inhibisyon etkisine sahip oldugu anlasilmistir
(0,26 mg/mL ve 0,54 mg/mL). Bu durumun ACE inhibisyon etkisine sahip amino
asitlerin genellikle hidrofobik amino asitler olmasi (Li vd, 2004) ve pepsin enzimin de
hidrofobik amino asitlere 6zgii [Otte vd, 2007] olmasindan kaynaklandigi

disiiniilebilir.

Calismada hidroliz siiresince alinan Orneklerdeki IC50 degerleri kontrol
orneklerine (PO ve TO) gore ciddi sekilde farklilik gostermistir. PO 6rneginin IC50
degeri (1,47 mg/mL) 120 dakikalik pepsin hidrolizi sonucunda yaklasik %64 azalarak
0,26 mg/mL degerine diismiistiir. TO drneginin IC50 degeri ise hidroliz sonunda %91
azalarak 5,51 mg/mL den 0,54 mg/mL’e diismistiir. Bagka bir deyisle pepsin hidrolizi
siiresince %INH 5,65 Kat artarken, tripsin icin bu deger 10,2 olmustur. Bu durum
tripsin hidrolizi siiresince olusan peptitlerin baslangica gére daha fazla inhibisyon
etkisi kazandigin1 gostermektedir. Pepsin hidrolizatlarinin genel olarak daha yiiksek
IC50 degerine sahip olmasina ragmen 120 dakikalik hidroliz siiresince tripsin
hidrolizatlarina gore daha az inhibisyon etkisi kazanmasinin hidrolizde etkiledigi
amino asit baglar1 ve hidroliz sonucu ortaya ¢ikan biyoaktif peptitlerdeki amino asit
dizilimi basta olmak {izere bir¢ok nedeninin olabilecegi diisiiniilmektedir. Cha ve Park
(2005) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada albiimin, kazein, soya proteini izolati,
bugday gluteni ve zein SS103 proteaz enzimiyle hidroliz edilmis ve hidroliz sonucu
hidrolizattaki IC50 degeri ile hidroliz dncesindeki kontrol 6rneklerinin IC50 degerleri
karsilastirilmistir. Calismada albiimin, kazein, soya proteini izolati, bugday gliiteni ve
zeinin hidroliz oncesi IC50 degerleri sirasiyla 8,93, 8,45, 7,57, 9,54 ve 7,96 mg/ml
olurken hidroliz sonrasi sirastyla 2,35, 1,82, 0,14, 2,89, 1,38 mg/ml olmustur. 1C50
degerindeki bu azalma sonucu ACE inhibisyon etkisi sirastyla %74, %79, %99, %70
ve %83 artmistir.  Yapilan ¢alismalarda basta prolin olmak tlizere bazi amino asitlerin
ACE inhibisyonuna etkisinin daha fazla oldugu goriilmiistiir [Otte vd, 2007]. Yine
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hidroliz sonucu P-F-H yapisindaki amino asit zincirine sahip hidrolizatlarin daha fazla

ACE inhibisyonuna neden oldugu goriilmiistiir [FitzGerald vd, 2004]

Calismada hidroliz yapilmadan 6nce pH 7,5’da 6n inkiibasyon yapildiktan
hemen sonra alan TO kontrol drneklerinin %INH degeri (%80,10) aym1 ydntemle
fakat pH 2,5’ta hazirlanmis PO &rneklerinin %INH degerine (%98,54) gore yaklasik
%19 daha az %INH degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Findik proteinin ACE
inhibisyon etkisi iizerine yapilmis ender calismalardan olan Aydemir vd. (2014)
tarafindan gerceklestirilen bir calismada da farkli yontemlerle elde edilen findik
izolatlarinin pH 7,0 de farkli derisimlerde ¢oOzeltileri hazirlanmis ve hidroliz
yapilmadan ACE inhibisyon etkileri arastirilmistir. Calismada soguk oziitlenmis
protein izolati, sicak 6zilitlenmis protein izolat1 ve sicak oziitlendikten sonra aseton ile
yikanarak elde edilmis findik izolatlarinin IC50 degerleri karsilastirilmigtir. Calisma
sonucu soguk oziitlenerek hazirlanmis izolatin IC50 degeri 1,0 mg protein/mL olurken
en diisiik IC50 degeri 0,54 mg protein/mL ile sicak oziitlendikten sonra asetonla
yikanmis izolatta oldugu goriilmiistiir. Calismada biitiin 6rneklerde %70-80 araliginda
maksimum ACE inhibisyonu goriildiigii belirtilmistir. Bu durumun nedeni olarak
%20-30’luk bir protein grubunun ACE inhibisyonuna direngli olabilecegi ifade
edilmistir. Calismada belirtilen %70-80 maksimum %INH degeri TO rneginde elde
edilen %80,2 ACE inhibisyon degeri ile uyum gostermektedir. Chiang vd (2005)
tarafindan soya proteini izolatlar1 ile yapilan bir ¢aligmada ise pH 2,0 ile pH 7,5
arasinda hazirlanan baslangic drneklerinin %INH degerinin sifir oldugu ve ACE
inhibisyonu ig¢in inaktif olan bu peptitlerin hidroliz ile aktiflestirilmesi gerektigi
belirtilmistir. Yine siit proteinleri ile yapilan bagka bir caligmada ise siit proteinlerinin
hidroliz 6ncesi %20-60 arasinda ACE inhibisyon etkisi oldugu belirtilmistir (Otte vd,
2007).

Calismada hem tripsin ve hem de pepsin hidrolizatlarinda %INH degeri ilk
60 dak igerisinde maksimum degerine ulasmistir. Bu durum Chiang vd (2005)
tarafindan ¢alisma ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Soya proteinin farkli enzimlerle
hidrolizinin yapildig1 ¢calismada biitlin enzimlerin ACE inhibisyon aktivitelerinin 30-

60 dak arasinda maksimum seviyeye ¢iktig1 gozlemlenmistir. Benzer olarak, Cha ve
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Park (2005) tarafindan yapilan g¢alismada da hidroliz siiresini uzatmanin ACE

inhibisyonu {izerine etkisinin olmadig1 belirtilmistir.

Calismada 2 saatlik hidroliz sonunda pepsin hidrolizatlarinda %INH
degerinin %98 ve lizeri oldugu, tripsin hidrolizatlarinin ise %92 civarinda oldugu
anlasilmistir. Siit proteini ile yapilan bir ¢alismada tripsin hidrolizin 3.saatinde %85-
90 seviyesinde olan %INH degeri 6. saatten itibaren sabit kalmis ve 24 saatlik hidroliz
sonunda %94 degerine ulagsmistir. Ayni1 proteinin pepsin hidrolizi sonucu 3 saatte %70
civarinda olan %INH degeri siirekli artarak 24 saat sonunda %90’1n {izerine ¢ikmistir
(Otte vd, 2007). Yapilan baska bir ¢alismada, mide enzimiyle hidroliz edilen soya
proteinin 2 saat sonrasinda ACE inhibisyon degerinde bir degisme olmadigt ve IC50

degerinin 0.048 mg/ml degerinde sabit kaldig1 gézlemlenmistir [Cha ve Park, 2005]

Calismada hem tripsin hem de pepsin hidrolizi siiresince protein miktarinda
bir artig goriilmiistiir. PO 6rneginde 24,81 mg/mL olan protein igerigi P120 6rneginde
29,03 mg/mL’e c¢ikarken, TO Orneginde 27,43 mg/mL olan protein igerigi T120
orneginde 30,79 mg/mL degerine ¢ikmistir. Kim vd, (2004) tarafindan yapilan bir
caligmada musir gluteni flavorzim enzimiyle 8 saat boyunca hidroliz edilmis ve
hidrolizattaki protein miktarinin hidroliz siiresince arttigi gozlemlenmis ve 1C50 ile
protein miktar1 arasinda dogrusal bir orant1 bulunmus, inhibisyon aktivitesinin protein

miktarinin artisiyla arttigi anlasilmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢alismada, yagi alindiktan sonra izoelektrik ¢oOktiirme yontemiyle
saflastirilmis tombul i¢ findik izolat1 2 farkli enzimle hidroliz edilmis ve hidrolizatlarin
ACE inhibisyon etkileri incelenmistir. Hidroliz siiresince farkli zamanlarda alinan
hidrolizat ~ 6rneklerinin  IC50 degerleri  bulunmustur. Pepsin  hidrolizinin
120.dakikasinda alinan 6rnegin 0,26 mg protein/ml konsantrasyonu ACE’yi %50
oraninda engelleyebilirken bu deger T120 hidrolizatinda 0,54 mg protein/ml olarak
gerceklesmistir. Sonuclar 1s18inda hem pepsin hem de tripsin hidrolizatlarinin iyi bir
ACE inhibitorii olduklart anlagilmistir. Pepsin ve tripsin hidrolizatlar1 birbirleri ile
karsilastirildiginda pepsin hidrolizi ile elde edilen hidrolizatlarin ACE’nin ¢aligmasini

tripsin hidrolizatlarina gore yaklasik 2 kat daha fazla engelledigi goriilmiistiir.

Calismada her iki hidroliz uygulamasinda da ilk 30 dakikadan sonra 1C50
degerlerinde dikkate deger bir degisiklik gdzlenmemistir. Bundan sonra yapilacak

benzer ¢alismalarda hidroliz siiresinin kisaltilmasi uygun olacaktir.

Bu calisma findigin ACE inhibisyon etkisinin arastirildigr ilk
calismalardan birisidir. Findik izolatinin hidroliz isleminden 6nce bile %80’lerin
lizerinde olan %INH degeri diisiiniildiigiinde bu ¢alismanin gelecekte farkli enzimler
kullanilarak ve kinetik ¢aligmalar 1g18inda tekrarlanmasi uygun olacaktir. Yine
gelecekte yapilacak caligmalarda hidroliz islemi sonucu uygulanacak ultrafiltrasyon
gibi gesitli uygulamalarla ACE inhibisyon etkisinin en yiiksek oldugu peptit boliimii
elde edilebilir. Hidroliz ¢calismasi sonucu elde edilecek hidrolizattaki peptit boliimleri
ozellikle farmakolojik calismalarda degerlendirilebilir ve bu kapsamda canli doku ve

kobay hayvanlari ile ¢alismalar yapilabilir.
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