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OZET

SOGUK PRESLENMIS COREK OTU POSALARINDAN
PROTEIN HIDROLIZATLARININ URETIiLMESI VE
HIDROLIiZATLARIN BiYOAKTIF OZELLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Inci Zent

Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez danismani: Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim Giilseren

Kasim-2019, 119 Sayfa

Corek otu (Nigella sativa L.), birgok kiiltiirde geleneksel halk tibbinda o6zellikle
yaginin ve i¢indeki ¢oziiniir bilesenlerin biyoaktif 6zelliklerinden dolay1 kullanildig:
bir tohumdur. Bu ¢alismanin amaci, gida sanayi yan iriinii olan soguk preslenmis
¢orek otu (Nigella sativa) posalarindan protein konsantresi iiretilmesi ve bu
konsantrelerin papain ve tripsin enzimleri ile farkl siirelerde (15, 30, 60, 90 ve 120
dakika) muamelesi sonucu elde edilen hidrolizatlarin antioksidatif ve diger biyoaktif
ozelliklerinin degerlendirilmesidir. Bu amacla ¢orek otu protein konsantrelerine ve
hidrolizatlarina antioksidatif testlerden DPPH, demir selasyon ve hidroksil radikali
tutma aktivitesi testleri; bir diger biyoaktivite testi olan asetilkolinestraz (AChE)

inhibisyon (anti-Alzheimer aktivite belirleme) testi uygulanmustir.

DPPH tutma aktivitesi testinde en yiiksek aktivite % 59.80 + 2.6 orani ile 120 dakikalik
papain hidrolizatina aitken; demir selasyon testinde en yiiksek aktivite % 59.23 + 5.5
ile 90 dakikalik papain hidrolizatina; hidroksil radikali tutma aktivitesi testinde en
yiiksek aktivite sirasi ile hidroliz edilmemis protein konsantresine (% 61.12 £ 1.5) ve
% 60.51 = 2 orani ile 15 dakikalik papain hidrolizatina ait oldugu bulgulanmustir.
Antioksidatif testlerin sonuglari, en yiiksek antioksidatif aktivite % 61.12 + 1.5 oran
ile hidroliz edilmemis ¢orek otu protein konsantresinin hidroksil radikali tutma
aktivitesine aittir. Yapilan analizler sonucu daha kisa siirede optimum sonuglar veren
hidrolizatlarin (30 dakikalik muamele sonucu iiretilen papain ve tripsin hidrolizatlar)

uygun tekniklerle fraksiyonlanmasina karar verilmistir. Fraksiyonlama islemleri



sonucu elde edilen dort adet fraksiyona (PA, PB, PC ve PD) LC-Q-TOF/MS analizi
ve in silico analizler uygulanmistir. Bu analizler sonucunda biyoaktif olma ihtimali,
PA fraksiyonunda (PeptideRanker degeri) > % 50 olan bir peptit
(ASADTSNTGSVSEANAQYYQQEAGKLK) ve PB fraksiyonunda (PeptideRanker
degeri) > % 50 olan 2 peptit (PICESLNILEYIDEIWPHNR ve YDLDFK)
bulunmustur. PB fraksiyonunda bulunan ve 6 amino asitten olusan YDLDFK peptidi,
en yiiksek PeptideRanker degerine sahip oldugu asetilkolinesteraz enzimi (AChE) ile
etkilesimi sematize edilmistir. YDLDFK peptidi anti-Alzheimer testinde kullanilan
ACHhE iizerinde 12 muhtemel baglanma noktasina sahip oldugu i¢in inhibisyona neden
olabilmektedir. Tiim bu analizler sonucunda; ¢orek otu protein konsantresi veya
hidrolizatlarinin gida endiistrisinde {iiriin kalitesinin korunmasi amaciyla dogal ve
bitkisel kaynakli antioksidatif ajan olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla
beraber, toksik olmadigi bulgulanmis olan ¢orek otu protein konsantresi ve
hidrolizatlarinin kismen AChE inhibitor aktivitesine sahip oldugu bulgulanmistir.
Biyoaktif peptit icerme potansiyeline sahip oldugu Ongoriilen c¢orek otu
proteinlerinden bu bilesenleri iceren katma degerli {irlinler gelistirilebilecegi
ongoriilmektedir. Corek otunun dogrudan tiiketiminin zor olmasi nedeniyle biyoaktif
peptitler yoluyla gidalarin zenginlestirilmesinin bitkinin tiiketim miktarlar ile

biyoaktif potansiyelini de iyilestirme potansiyelini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Corek otu, papain, tripsin, biyoaktif peptit, fraksiyon,

antioksidatif, hidrolizat.



ABSTRACT

PRODUCTION OF PROTEIN HYDROLYZATES FROM COLD
PRESS DEOILED BLACK CUMIN MEALS AND EVALUATION
OF BIOACTIVE PROPERTIES OF HYDROLYZATES

Inci Zent

Master of Science, Food Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. ibrahim Giilseren

November-2019, 119 Pages

Black cumin (Nigella sativa L.) is a seed that has been utilized in traditional folk
medicine in many cultures and especially due to the bioactive characteristics of black
cumin oil and therein solubilized components. The aim of this study was to evaluate
the antioxidative and bioactive properties of hydrolyzates obtained from cold press
deoiled black cumin seed (Nigella sativa) meals, a food industry waste, by product and
the treatment of the meals with papain and trypsin enzymes for varying treatment
durations (15, 30, 60, 90 and 120 minutes). Based on this purpose, black cumin seed
protein concentrates and their hydrolyzates were subjected to DPPH, iron chelation
and hydroxyl radicals retention scavenging tests for the investigation of potential
antioxidative characteristics and an anti-Alzheimer activity test based on the inhibition

of acetylcholinesterase (AChE).

The highest activity in the DPPH tests corresponded to papain hydrolysate of 120
minutes at an inhibition rate of 59.80 % + 2.6; while the highest activity in iron
chelation test accounted for 59.23 % =+ 5.5 for the 90 minute treated papain hydrolyzate
sample and the highest activity in the hydroxyl radical scavenging test was observed
for the papain hydrolyzate prepared at 15 min with an inhibition rate of 60.51 % + 2
while the results for the unhydrolyzed protein concentrate (61.12 % + 1.5) were
comparable. To evaluate the results of antioxidative tests, the highest antioxidative
activity belongs to the hydroxyl radicals scavenging activity of unhydrolyzed black
cumin seed protein concentrate with 61.12 % = 1.5. Consequently, 30 min treated
hydrolyzates (i.e., 30 minute papain and trypsin hydrolysates) yielded optimum results

and were fractionated based on appropriate techniques. In addition, LC-Q--TOF/MS

Vi



analysis and in silico analysis were applied to four fractions (PA, PB, PC and PD)
obtained by fractionation. As a result of these analyzes, 1 peptide
(ASADTSNTGSVSEANAQYYQQEAGKLK) in the PA fraction was found to be
bioactive (i.e., PeptideRanker value > 50 %), and 2 peptides
(PICESLNILEYIDEIWPHNR and YDLDFK) in the PB fraction yielded similar
results. The YDLDFK peptide consisting of 6 amino acids in the PB fraction has the
highest PeptideRanker value and its interaction with AChE was schematized. The
YDLDFK peptide might have the potential to inhibit AChE and has 12 potential
binding sites on this enzyme. Consequently; we anticipate that black cumin protein
concentrates or hydrolysates can be used as antioxidative agent of natural and plant
origin in order to maintain product quality in food industry. Furthermore, black cumin
seed protein concentrates and hydrolyzates were shown to be non-toxic and have been
found to demonstrate partially AChE inhibitory activity. It is anticipated that value-
added products containing these components can be developed from black cumin seed
proteins that are considered to have the potential to contain bioactive peptides. Since
the direct consumption of black cumin seed is rather difficult, the enrichment of foods
with bioactive peptides enhances the consumption and bioactivity potential of black

cumin seeds.

Keywords: Black cumin, papain, trypsin, bioactive peptide, fraction, antioxidative,
hydrolizate.
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GIRIS

Biyoaktif peptitler; viicut fonksiyonlar1 ve kosullar1 lizerinde olumlu etkilere sahip
olan ve sagligi olumlu yonde etkileyebilen protein parcalaridir (Kitts ve Weiler, 2003).
Insan sagh@ acisindan dnemli rol oynayan biyoaktif peptitler islevsel 6zelliklerine
gore; antimikrobiyal, antitrombotik, antihipertansif, opioid, immiinomodiilator,
mineral baglayici ve antioksidan olarak siniflandirilmaktadir (Sharma, Singh ve Rana,
2011). Gida endiistrisinde kullanilan ham maddeler yeni iriinlere donistiiriiliirken
endiistriyel yan tdriinler ve biiyilk miktarlarda ¢esitli atiklar agiga ¢ikmaktadir
(Keklik¢i ve Selguk, 2018). Cevre kirliligine neden olan bu atiklar, biyolojik olarak
kolayca pargalanamayan ve islenmesi zor olan yan iriinlerdir. Bununla beraber s6z
konusu atiklar proteinler ve biyoaktif peptitler gibi degerli bilesenler de
icerebilmektedir. Yakin ge¢miste yapilan bir ¢alismada; zeytinyag: iiretme prosesi
sonucu agiga ¢ikan atik posadan elde edilen proteinlerin, antioksidatif ve
antihipertansif peptitler icerdigi belirlenmistir (Esteve, Marina ve Garcia, 2015).
Kiiresel olarak var olan 300.000 bitki tiiriiniin sadece % 15’inin farmakolojik
potansiyelinin arastirtldigi distiniilmektedir. Bu nedenle dogal kaynaklardan yeni

tirtinlerin gelistirilmesi de tesvik edilen bir konudur (Yimer vd., 2019).

Sifali bitkiler arasinda olan ¢orek otu (Nigella sativa L.), diinya tarihindeki en degerli
besin igerigine sahip olan bitki olarak kabul edilmistir (Yimer vd., 2019). Corek otu
(Nigella sativa L.), Ranunculaceae (diigiin ¢igegigiller) familyasinda yer alan ve basta
Dogu Akdeniz iilkeleri olmak iizere iilkemiz de dahil bircok iilkede yaygin olarak
yetistiriciligi yapilan bir bitkidir (Kili¢ ve Arabaci, 2016; Salem, 2005). Ulkemizde
¢orek otu yetistiriciligi Istanbul, Bursa, Konya, Afyon, Samsun, Nevsehir, Amasya,
Mersin, Gaziantep, Kahramanmarag, Kiitahya, Burdur, Isparta illerinde ve ¢evresinde
yapilmaktadir (Kosar ve Ozel, 2018). Tiirkiye’de ¢drek otunun 2016 verilerine gore;
ekim alan1 4.681 da ve iiretimi 425 ton iken 2015 yili ithalatt 2898 ton olarak
gerceklesmistir (Bulca, 2014). 2000 seneden daha uzun bir siiredir Ortadogu ve
Uzakdogu iilkelerinde dogal bir ilag olarak kullanilan tibbi bir bitkidir (Ozgelik ve
Bayram, 2012). Nigella cinsinin 14’tiniin iilkemiz florasinda bulundugu belirtilmekle
beraber toplam 20 tiire sahip bu bitki; yaklasik 20-30 cm yiikseklige erisebilen, tek
yillik, otsu ve yaz aylarinda mavi, yesil renkli ¢igekler acan, giizel kokan bir bitkidir

(Salem, 2005). Nigella sativa, bir¢ok hastalikta sifa kaynagi oldugu igin Ortadogu
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tilkelerinde “Habbat Al Barakah” yani “Kutsanmis Tohum” olarak da bilinmektedir
(Giin, 2012). Corek otunun (Nigella sativa L.), yiyecekleri korumak, lezzeti arttirmak
amaciyla kullanildig1 ve tipta kullanilan bitkiler arasinda oldugu bilinmektedir (Kilig

ve Arabaci, 2016).

Corek otunun kimyasal bilesimi hasat mevsimine, ¢esidine, yetistirildigi iklime ve
bolgeye gore ¢esitlilik gosterebilmektedir (Bulca, 2014). Bununla beraber besin degeri
yiiksek olan ¢Orek otunun kimyasal bilesimini; ucucu yaglar (% 0.4-0.45),
doymus/doymamis sabit yaglar (% 32-40), karbonhidratlar (% 33.9), proteinler
(%16.0-19.9), mineraller (% 1.79-0.45), vitaminler (askorbik asit, tiyamin, niasin,
pridoksin ve folik asit), alkaloidler, tanenler ve saponinler olusturmaktadir (Seflek,
2015). Corek otu tohumu dokuz esansiyel amino asitten sekizini igermektedir (Omar
vd., 1999). Glikoz, rhamnoz, ksiloz ve arabinoz formunda monosakkaritler
bulundurmakta ve doymamis yag asidi profilini linoleik asit ve oleik asit
olusturmaktadir (Mahmoud, El-Abhar ve Saleh, 2002). Tohumlar, karaciger tarafindan
A vitaminine déniistiiriilen karoten de icermektedir. Ayrica tohumlar, kalsiyum, demir

ve potasyum yoniinden zengin bir kaynaktir (Al-Jassir, 1992).

Bitkilerin ilag olarak kullanilmasi, insanligin ilk yillarina kadar dayanmaktadir. Sifali
bitkilere ve alternatif tedaviye yonelik ilgi; modern tip uygulamalarinin yan etkileri
konusunda duyulan endise nedeniyle, dogal iiriinlere yonelmenin ve bitkisel ilaglarin
etkinliklerinin arastirilmasiyla artmistir (Fong, 2002). Bitkisel tedavide kullanilan
bitkilerin ve izole bilesenlerinin biiyiik bir kismi; antioksidan, anti-enflamatuar, anti-
kanser, antimikrobiyal ve immiinomodiilator etkiler dahil olmak iizere bircok faydali

terapotik etki gostermistir (Parab, Kulkarni ve Thatte, 2003).

Nigella sativa, tarihi ve dini olarak iimit vadedici zengin bir gegmise sahiptir (Goraja,
2003). Corek otu tohumlart uzun yillardir Orta ve Uzak Dogu’da halk hekimliginde;
bronsiyal astim, bas agrisi, dizanteri, enfeksiyonlar, obezite, sirt agrisi, hipertansiyon
ve gastrointestinal problemlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Schleicher ve Salem,
2005). Ayrica bir cilt hastalig1 olan egzamanin tedavisinde kullanim1 da diinya ¢apinda
kabul gormiistiir (Goreja, 2003). Nigella sativa’nin; antienflamatuar, antimikrobiyal,
antitimor ve immiinomodiilatéor vb. ozellikleri ile bu o6zelliklerinin terapotik

potansiyelleri oldugu belirtilmektedir (Salem, 2005).


http://dergipark.gov.tr/download/article-file/643364

Corek otu yagi son yillarda ozellikle saglik ve gida teknolojisi alanlarinda sikga
kullanilan maddelerden biri haline gelmistir (Bulca, 2014). Yagi alinan ¢orek otunun
yan {iriinii olan posasi c¢evre kirliligine yol agmasinin 6nlenmesi ve katma deger
olusturulmasi amaciyla hayvan beslenmesinde yem kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Nigella sativa tohumlarina bir¢ok farmasdotik ve biyolojik 6zellikler atfedilmis olmast,
corek otunun yagi disinda da degerli bilesenlere sahip oldugunu gdstermektedir
(Yimer vd., 2019). Bu nedenle endiistriyel proseslerde soguk preslenmis dolayisiyla
proteinlerinin minimum zarar gordiigii diisiiniilen ¢orek otu posasinin; gevreyi
korumak, katma degerli iriin gelistirmek, faydali bilesenlerin insan sagliginin

korunmasinda kullanmak gibi amaglarla arastirilmasini cazip hale getirmektedir.

Calismamiz soguk preslenmis ¢orek otu posasindan protein ekstraktlarinin elde
edilmesini, elde edilen proteinlerin enzimatik hidrolizini, hidrolize Orneklerin
(peptitlerin) modern tekniklerle fraksiyonlanmasini, bu hidrolizatlarin  ve
fraksiyonlanmis ~ Orneklerin  antioksidatif = ve  biyoaktif  6zelliklerinin
degerlendirilmesini igermektedir. Bu kapsamda, protein ekstraksiyonu ve hidroliz
sonucu elde ettigimiz drneklere; DPPH, demir selasyon aktivitesi, hidroksil radikali
tutma anti-oksidatif aktivite testleri ve anti-Alzheimer biyoaktivite testi uygulanmistir.
Fraksiyonlama sonucu elde ettigimiz 6rneklere ise DPPH tutma aktivitesi testi, LC-Q-

TOF/MS analizi ve in silico analizler uygulanmustir.



BIiRINCI BOLUM
LITERATUR TARAMASI

1.1. Bitkisel Kaynakh Gida Atiklar1 ve Yan Uriinlerinin Degerlendirilmesi

Gida isleme prosesleri sonucunda, biiytlik bir kismi ¢evre kirliligine neden olan ya da
ekonomik degeri az olan hayvan yemi ve giibre gibi iirlinlere doniistiiriilen biiyiik

miktarlarda atiklar olugsmaktadir (Yagc1 vd., 2006).

Diinya genelinde her yil insan tiiketimi igin liretilen gidalarin {igte biri atik olarak
harcanmaktadir (Pleissner ve Kin, 2013). Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan
2013 yilinda yapilan aragtirmaya gore atilan gida miktar1 1.3 milyon ton olarak
belirlenmistir (Topkaya, 2017). Bu miktarin igerisine tahillar, kokler, yagl tohumlar,
bakliyatlar, meyve ve sebzeler, et, deniz iiriinleri, siit ve yumurta dahil olmak iizere
tiim gidalar dahildir (Pleissner ve Kin, 2013). Avrupa’da toplam gida atiklarinin yiizde
dagilimi; % 42 evsel atik, %39 gida iiretim ve isleme sanayi, % 14 catering sektorii ve
% 5 toptan ve perakende sektorili kaynaklidir. Avrupa’da kisi basina diisen yillik gida
atik miktarinin ise 280-300 kg’a ulastig1 belirtilmektedir (FAO, 2013). TUIK 2011
verilerine gore Tiirkiye nin toplam atik miktarinin 25.8 milyon ton olarak oldugu ve
% 49.5 oranla atik iiretimi acgisindan gida sanayinin ilk siradaki sektdr oldugu

belirtilmektedir (Topkaya, 2017).

Diinya niifusunun giderek artmasiyla birlikte gida atik miktarinin da artacagi
ongoriilerek insan sagligi, cevre kirliligi ve ekonomi acisindan atiklarin dogru bir
sekilde degerlendirilmesi giderek 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle agiga ¢ikan bu
atiklarin degerlendirilmesi hem ekonomik a¢idan hem de ¢evre kirliliginin 6nlenmesi
acisindan oldukca onemlidir. Gida atiklarinin degerlendirilmesi konusunda yapilacak
calismalar, cevre kirliliginin Onlenmesine, gidalarin zenginlestirilmesine, degerli
bilesenlerin insan metabolizmasina girmesine, katma deger olusturularak ekonomiye
katki saglanmasina ve gida sanayinin gelismesine katki sunacagindan onem arz

etmektedir (Yagci vd., 2006).

Avrupa Birligi’nin izledigi atik yonetimi yaklagimi yalnizca atiklar1 yonetmekten
¢ikmis olup kaynaklarin geri kazanimini da igermektedir. Avrupa Birligi, “daha azla
daha fazla yapmak™ anlayisini benimseyerek atiklari onemli bir kaynak olarak

gormektedir ve atiklarin geri doniislimii ve geri kazaniminda ¢esitli uygulamalara



sahiptir (Veral ve Yigitbasioglu, 2018). Cevre politikast AB’de 1970’lerden itibaren
olugmaya baglamistir ve c¢esitli ilkeler dogrultusunda belirlenen ¢evre politikasi ile
cevre eylem programlari olusturularak ve bu programlar ¢ergevesinde hareket edilerek
bilingli bir ¢evre politikasi belirlenmistir (Cokgezen 2007). Son donemdeki en dnemli
gelismelerden biri ise 2 Aralik 2015 tarihinde atik yonetimi ile ilgili kapsamli bir
eylem planini igeren Dongiisel Ekonomi Paketinin Avrupa Komisyonu tarafindan
kabul edilmesi olmustur (Veral ve Yigitbasioglu, 2018). Dongiisel Ekonomi (Circular
Economy) yeni bir iiretim sistematigidir ve Avrupa Komisyonu bu sistematikle
Avruapa’nin  stirdiiriilebilir ekonomik biliylimeyi hizlandirmasim1  ve kiiresel
rekabetteki yerini saglamlastirmasini beklemektedir (EC, 2015). Komisyonun bu
paketi agiklamasi ayni1 zamanda 2030 Siirdiiriilebilir Kalkinma Gilindemindeki
hedefleri uygulamaya yonelik de bir adimdir (EC, 2015). Dongiisel ekonomi AB i¢in
daha akilli, kapsayici biiylime 6ngoren ve stirdiiriilebilir bir Avrupa 2020 Stratejisi i¢in
kaynak verimliligi saglayacak bir sistemdir (Veral ve Yigitbasioglu, 2018). Avrupa
Birligi’nin gevre politikasinin ilkeleri; biitiinleyicilik ilkesi, yliksek seviyede koruma
ilkesi, ihtiyat ilkesi, onleme ilkesi, kaynakta dnleme ilkesi ve kirleten dder ilkesi olarak
siralanabilir (Cokgezen, 2007). Biitlinleyicilik ilkesi diger politikalar ile cevre
korumasinin entegrasyonunu; yiiksek seviyede koruma ilkesi toplulugun tiim
kurumlarmin (Avrupa Komisyonu, Avrupa Parlamentosu ve Avrupa Konseyi) ¢evre
politikalarini dikkate alarak karar almalarini; ihtiyat ilkesi alinacak kararlarin ¢evreye
etkisinin test edilmeden 6nlem alinmasini; dnleme ilkesi zarara ugramadan 6nce 6nlem
alinmasini; kaynakta dnleme etkisi; ¢evreye olacak zararin kaynaginda onlenmesini;
kirleten 6der ilkesi ise; temel tas bir ilke olup kirletenlere neden olduklar kirlilik ve

miicadelenin bedelinin ddetilmesini icermektedir (Cokgezen, 2007).

AB’de 1992’ye kadar g¢evre ile ilgili FEOGA (Avrupa Tarimsal Ydnlendirme ve
Garanti Fonu), FSE (Avrupa Sosyal Fonu) ve FEDER (Avrupa Bolgesel Kalkinma
Fonu) fonlarinin kullanildigr goriilmektedir. Daha sonra bu fonlara uyumlastirma fonu

(Maastrich Anlagmasi) da eklenmistir (Cokgezen, 2007).

Gida atiklarinin besin degerinin olduk¢a zengin oldugu son yillarda yapilan
caligmalarla anlasilmistir. Ozellikle protein icerigi yiiksek bitkisel kaynakli gida
atiklarinin degerlendirilmesine yonelik ¢alismalara son yillarda agirlik verilmektedir
(Gorgiig, 2018). Bu atiklardan bazilar piring kepegi, yulaf kepegi, aygigegi kiispesi,
yulaf kiispesi ve bugday kepegidir (Gao, Smith ve Tsompo, 2014; Hanmoungjai, Pyle
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ve Niranjan, 2001). Yapilan calismalarda meyve ve sebzelerin kabuk, ¢ekirdek ve sap
gibi atik kisimlarinin degerli biyoaktif bilesenler icerdigi ve besin degerlerinin yiiksek
oldugu belirtilmektedir (Tuna, 2015). Ornegin portakal kabugundaki fenolik
bilesenlerin kabuksuz portakala gére % 15 daha fazla; elma, seftali ve armut
meyvelerinin kabuklarindaki fenolik bilesenlerin meyve kismina gore 2 kat daha fazla
oldugu belirlenmistir (Gorinstein vd., 2002).

Cevre kirliligi ve artan popiilasyonun gida kaynaklarini sinirlandirmasi, atiklar ve yan
tirtinlerin degerlendirilmesi sonucu elde edilecek ekonomik kazanglar, endiistriyel gida
atiklarinin degerlendirilmesini bir gereklilik haline getirmektedir (Tuna, 2015). Yag
ekstraksiyonu sonrasi yagli tohum posalarinda proteinler olduk¢a konsantre olur ve
protein igeriklerinin % 60’a kadar ¢ikabilecegi ucuz yan iriinlerden protein iiriinleri
tiretilebilir. Ekonomik nedenlere ek olarak, yagli tohum posalarindan protein
tirtinlerinin tiretimi atik azaltma gibi ¢evresel sorun ¢oziimiine de katki saglayacaktir

(Coskun vd., 2019).

Bu tez ¢alismasi, gida sanayi yan iiriinlerinden olan ¢orek otunun soguk preslenmesi
ile yag eldesi sonucu aciga ¢ikan posayr degerlendirmek amaciyla protein ve

peptitlerinin biyoaktivite 6zelliklerini arastirmay1 amaglamaktadir.

1.2. Corek Otunun Bilesimi ve Fonksiyonel Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Corek otu, Ranunculaceae familyasinin Nigella sativa tiiriine ait olan tek yillik otsu
bir bitkidir (Gharby vd., 2015). Coérek otu tohumlar1 agirlik¢a yaklasik olarak % 21
protein, % 35 karbonhidrat ve % 35-38 oraninda yagdan olusmaktadir (Baydar, 2009).
Giliney Avrupa, Kuzey Afrika ve giineybati Asya’ya 6zgii olmakla beraber Hindistan,
Pakistan, Suriye, Tiirkiye ve Suudi Arabistan gibi diinyanin pek cok {ilkesinde
yetistirilmektedir (Ahmad vd., 2013). Emtia Ticaret Istatistikleri Veritabanina gore
corek otunun kiiresel tiiketiminin 187.000 ton oldugu tahmin edilmektedir (Coskun
vd., 2019). Corek otunun kiiresel tretiminin % 85’inden fazlasim1 Hindistan
gerceklestirirken, % 3.5’1 Suriye ve % 2.8’i Tiirkiye tarafindan iiretilmektedir
(Anonim, 2014).

N.sativa diinya ¢capinda yaygin olarak kullanilan sifali bir bitki olmakla beraber Unani
ve Tibb, Ayurveda ve Siddha gibi gesitli geleneksel tip sistemlerinde de oldukca
popiilerdir. N.sativa’'nin tohum ve yagi {izerine ¢esitli ila¢ ve gida sistemlerinde

geleneksel halk tibbinda uzun bir ge¢misi bulunmaktadir (Ahmad vd., 2013). Corek
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otu en az 2000 yildir geleneksel ve dogal bir ilag olarak kullanilmaktadir (Cakir ve
Gilseren, 2019). Dolayisiyla saglik alaninda en zengin ge¢mise sahip olan bitkilerden
oldugunu sdylemek miimkiindiir (Ermumcu ve Sanlier, 2017). Islam literatiiriinde ise
sifa tibbinin en 6nemli formlarindan biri olarak kabul edilmektedir (Ahmad, 2013).
Tip tarihinin en {inlii kitap yazarlarindan olan Ibn-i Sina, ¢érek otunun metabolizmayi
uyararak viicut enerjisini diizenledigini ve halsizligi onledigini belirtmistir (Ayhan,
2012).

Siyah tohum ve kara kimyon olarak da bilinen ¢orek otu Orta Dogu iilkeleri ve
diinyanin diger bir¢ok iilkesinde astim, bronsit, diyare, bas agrisi, romatizma,
hipertansiyon, ates ve grip rahatsizligin tedavisinde bitkisel bir tibbi ila¢ olarak
kullanilmigtir (Silahtaroglu vd., 2014). Daha once yapilan ¢alismalarla ¢orek otu
tohum ekstrelerinin Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli ve Candida albicans {izerine antimikrobiyal aktivite etkide bulunarak

biiylimelerini engelledigi gosterilmistir (Hanafy ve Hatem, 1991).

Corek otunun sagliga yararlar1 iizerine yapilan kapsamli caligmalar sonucunda
antifungal, antimkrobiyal, antisistozomyas, antioksidan, antidiyabetik, antikanser,
antienflamatuar ve analjezik, immiinmodiilatér, kardiyovaskiiler, gastro koruyucu,
hepato koruyucu, nefroprotektif, akciger koruyucu ve antiastim, antikonviilsan,
antioksitoksik aktiviteler gosterdigi belirlenmistir (Padhye vd., 2008). Corek otu ayni
zamanda gida endiistrisinde oksidasyonu onleyici bitkisel bir antioksidan ajan olarak
ve cesitli gidalarda baharat olarak kullanilmaktadir (Hassanien vd., 2015). Degerli
bilesenleri bilinyesinde bulunduran ¢6rek otunun, bu degerli bilesenleri insan
metabolizmasina katmak amaciyla kullanim alanlar1 genisletilmelidir. Kullanim
alanlarinin kisith olmasindan dolayr artirmaya yonelik yapilacak arastirmalara ve

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bahsi gecen biyoaktif ozelliklerin ¢ogu durumda timokinon ve ugucu yaglar gibi
tohum bilesenlerinden kaynaklandig: belirtilmektedir (Hadi, Mohammed ve Hameed,
2016). N.sativa bitkisi iizerine yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla tohum ekstreleri ve
yagiyla ilgili oldugundan c¢alismalar iki ayr1 boliimde ele alinabilir (Ayhan, 2012).
Tohum ekstrelerinde fenolik bilesenler, steroidler, proteinler ve alkaloitler tespit edilip
caligmalarda bunlar iizerine yogunlasilmisken; c¢orek otu yagindan steroller izole

edilerek ¢alisilmistir. Timokinon (TQ) bilesigi ise fenolik bilesen igeriginin biiyiik bir



kismini olugturmakta ve biyolojik aktivitelerde dnemli bir yeri bulunmaktadir (Al-

Yahya, 1986).

N.sativa’nin tohum ve bilesenlerinin terapétik etkilerinin ve etki mekanizmalarinin
incelenmesi i¢in yapilacak calismalar 6nem arz etmektedir (Ahmad vd., 2013). TQ ve
alfa-hederin bilesikleri bilinmekle beraber aragtirmalar sonucu belirlenecek diger
biyoaktif bilesenleri de c¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve kemoterapdtik ajanlarla
uygun kombinasyonlarda bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanilabilme potansiyeli

vardir (Ahmad vd., 2013).

Corek otunun fonksiyonel 6zelliklerini ilgilendiren ¢aligmalarin ¢ogu genellikle ¢corek
otunun yagi lizerine oldugundan dolay1 ¢orek otu tohumlarinin protein bilesenlerine
ait biyoaktif Ozellikleri ¢ok daha az arastirilmistir (Cakir ve Giilseren, 2019).
Dolayistyla N.sativa bitkisinin proteinleri ile ilgili yapilacak ¢alismalar sayesinde daha
fazla bilgi edinilmesi ile bu bitki kaynagimin bitkisel, fonksiyonel ya da terapotik
etkilerinden diizenli bir diyet ile bilingli bir sekilde faydalanilmasi saglanabilir.
Tohumun tiiketimi nispeten zor oldugundan protein bilesenlerinin iiretimi ile bitkinin

yenilebilirlik 6zellikleri gelistirilebilir (Cakir ve Giilseren, 2019).

Corek otu tohumunun protein miktar1 goz oOniine alinarak yagi alinmis tohum
posalarinda protein igeriginin % 30’dan daha fazla olmas1 beklenebilir (Coskun vd.,
2019). Bitkisel kaynakli protein bazinda yagli tohumlar tahillara goére oldukca yiiksek
miktarda protein i¢ermektedir (Potter ve Hotchkiss, 1995). Proteinlerin hem teknik
hem de biyolojik anlamda islevsel biyomolekiiller olduklar1 ve ¢érek otu tohumunu
tilketmenin zorlugu diisliniildiiglinde bu degerli kaynaktan protein {riinleri lireterek
kiiresel tiretimin ve tiiketimin artirabilecegi ongoriilmektedir (Coskun vd., 2019). Bu
caligmada iiretilebilecek olan fonksiyonel bilesenlerle bu potansiyelin desteklenecegi

diistiniilmektedir.
1.3. Soguk Pres Yontemi ile Yag Eldesi

Yagli tohumlardan yag elde etme yontemleri arasinda ¢oziicii ekstraskiyonu, mekanik
yontemler, enzim destekli ekstraksiyon, yiiksek basing¢ ekstraksiyonu, distilasyon,
hidrolik pres gibi bircok farkli metot kullanilmaktadir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles,
2018). Mekanik yontemler genellikle yag icerigi % 20’nin altinda olan yagh

tohumlardan yag cikarmak i¢in kullanilir ve kati-sivi faz ayirma sistemi olarak



tanimlanabilir (Zuorro vd., 2014). S6z konusu fazin ayrilmasinda ise basing kullanilir
ve sicaklik uygulanip uygulanmamasina bagli olarak da sicak veya soguk presleme

olarak adlandirilir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles, 2018).

Cozicii kullanilarak yapilan ekstraksiyon yontemleri toksik, pahali ve ¢cevre agisindan
oldukga zararhidir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles, 2018). Bu nedenle yiiksek kalitede ham
yag elde etme istegi ve ekolojik nedenler mekanik yontemlerin kullanim
nedenlerindendir (Richter vd., 1996). Ayrica presleme yontemi ile yag eldesi
prosesinin bir yan iirlinii olarak protein bakimindan zengin pres keki elde edilmektedir
(Singh ve Bagale, 2000). Presleme yonteminde, ¢oziicii ektraksiyonu yontemi kadar
yiiksek verimle yag elde edilememesi bu yontemin dezavantajidir (Cakaloglu, Ozyurt
ve Otles, 2018). Ham maddenin soyulmasi, kurutulmas, ¢oziicii ile ya da enzimatik
olarak iglenmesi gibi 6n islemler ve besleme hizi ve sicaklik gibi iglem parametreleri

yag verimi agisindan biiyiik rol oynamaktadir (Savoire, Lanoiselle ve Vorobiev, 2013).

Soguk presleme yonteminde iirline 1s1l islem uygulanmadigindan yiiksek kalitede
yaglar elde edilmektedir (Cakaloglu, Ozyurt ve Otles, 2018). Bitkisel yaglarm insan
metabolizmasindaki ana fonksiyonlarina ek olarak igerdikleri biyoaktif bilesenleriyle
insan sagligina olan olumlu katkilarindan dolay1 soguk pres yoluyla iiretilen bitkisel

yaglara tiliketici ilgisi gittik¢e artmaktadir (Matthous ve Briihl, 2003).

Ozetlemek gerekirse soguk pres yag iiretim teknikleri; basit, ekolojik, diisiik maliyetli,
zararl organik ¢oziiclii gerektirmeyen ve yiiksek kalitede iirlin eldesi saglayan bir
yontemdir (Giirpinar, Geggel ve Tasan, 2011). Ancak ham maddeden elde edilen yag

verimi diisiiktiir ve {iriin standardin1 yakalamak zordur (Imer ve Tasan, 2018).
1.4. Proteinler

Latince “canli organizmalar i¢in temel unsur” anlamina gelen proteinler, canli bir
hiicrenin yaklagik olarak % 50’sini olusturan makromolekiillerdir (Batir, 2018).
Proteinler karbon, hidrojen ve azottan olusan organik monomerlerin bir araya
gelmesiyle olusur ve bazi proteinler ek olarak bakir, demir, fosfor ya da ¢inko gibi
metal iyonlar1 da igermektedir (Batir, 2018). Proteinler; a-karbon atomuna bir hidrojen
atomunun, bir amino grubunun (-NH2), bir karboksil grubunun (-COOH) ve bir yan
zincir R grubunun kovalent bag ile baglanmasiyla olusan yirmi farkli amino asit

tarafindan olusturulan oldukca kompleks polimerlerdir (Ozdal, Capanoglu ve Altay,



2013). Amino asitler peptit baglariyla birbirlerine baglanir ve peptit baglar1 kovalent
baglardir (Batir, 2018).

Proteinler arasindaki yap1 ve fonksiyon farkliliklari, amino asitlerin birbirlerine farkl
diziler ile baglanmalarndan kaynaklanmaktadir (Eryilmaz, 2016). R gruplari amino
asidin fizikokimyasal ve biyolojik Ozelliklerini ve iginde bulundugu proteinin

spesifikasyonlarini belirler (Batir, 2018).

Proteinler kimyasal bilesimlerine gore basit ve konjuge proteinler olmak iizere iki
sinifta incelenmektedir. Basit proteinler sadece amino asitlerden olusurken; konjuge
proteinler amino asit yaninda organik ya da inorganik gruplara da sahiptir. Globulinler
ve albliiminler basit proteinlere; fosfoproteinler, lipoproteinler ve niikleoproteinler

konguje proteinler sinifina dahildir (Owusu-Apenten, 2004).

Proteinler sekillerine gore ise globiiler ve fibroz olarak simiflandirilmaktadir. Globiiler
proteinler, polipeptitlerin kiiresel bir sekilde katlanmasiyla proteinin kiire seklini
almas1 sonucu olusur (Gogiis ve Fadiloglu, 2006). Globiiler proteinler suda ya da tuzlu
suda ¢oOziiniirken; 1siya, aside ve alkaliye karsi hassastir. Ayrica spesifik katalitik
etkiye sahip olduklarindan enzimlerin de yap1 taslarin1 olustururlar. Kazein,
hemoglobin, ovalbiimin ve miyoglobin globiiler proteinlere 6rnektir (Owusu-Apenten,
2004). Fibroz proteinler; her biri sikica baglanmis, suda ¢oziinmeyen, alkali ve aside
duyarlilig1 bulunmayan fakat 1s1ya karsi hassas olan birlesik aminoasitlerdir. Tendon,
kas, cilt ve hiicre organelleri gibi viicut yapilarinin olugsmasinda rol alirlar. Gluten,
elastin ve kollojen fibroz proteinlere o6rnek olarak gosterilebilir (Owusu-Apenten,

2004).

Protein molekiilii icerisinde hem pozitif hem negatif yiiklere sahip olan amino asitler
bulundugu i¢in protein amfoterik molekiil gibi davranir ve hem asidik hem de bazik
ozellik gosterir (Batir, 2018). Molekiillerin toplam yiiklerinin sifir oldugu durum,
izoelektrik pH degeri olarak adlandirilir. Yiikleri esit olan iyonlar notrdiir ve elektrik
alanda hareket edemezler. Proteinler izoelektrik noktada minimum ¢6ziniirlik

gostererek cok kolay bir sekilde ¢okeltilebilirler (Batir, 2018).

Her protein kendine 6zgii ii¢c boyutlu bir sekle sahiptir ve proteinin biyolojik aktivitesi
tic boyutlu seklini degistirmektedir. Proteinin yapisi dort asamali (birincil, ikincil,
tersiyer ve kuaterner) olarak gerceklesebilmektedir ve benzer primer yapiya sahip

proteinler benzer sekil ve fonksiyonlara sahiptir (Lin, Wu ve Wang, 2012). Protein
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denatiirasyonunda ikincil, tersiyer ve kuaterner yapilar bozulur ama birincil yapr ile
amino asit diizeni ayn1 kalmaktadir. Denatiirasyonda peptit baglart bozulmadan
fiziksel ya da biyolojik agidan degisim olmaktadir ve denatiirasyon islemi disiilfit

baglar1 tahrip edilmemisse siklikla geri doniistiiriilebilir (Lin, Wu ve Wang, 2012).

Proteinler hem teknik hem de biyolojik agisindan islevsel biyomolekiillerdir (Coskun
vd., 2019). Aktif bilesenler olarak proteinlerin fizyolojik rolii gittik¢ce daha fazla kabul
gormekte ve beslenme yolu ile alinmalar1 dnem tagimaktadir. Gida maddelerinde dogal
olarak bulunan proteinlerin ¢ogu in vitro veya in vivo olarak dogrudan enzimatik

hidroliz tizerine fizyolojik etki gosterirler (Korhonen ve Pihlanto, 2006).

Proteinlerin temel gorevi karbonhidratlar ve yaglar gibi enerji saglamak, ayni zamanda
viicut i¢in gerekli bazi enzimlerin olusumuna katkida bulunmaktir (Demirci, 2011).
Insan viicudu azotlu bilesiklere ihtiyac duyar ve proteinler yapisinda azot
bulundurdugu i¢in temel bilesenlerdendir (Batir, 2018). Yetersiz beslenme sonucu
enerji saglamak icin proteinlerin ayrigsmasina ihtiya¢ duyulmasi durumunda Marasmus

ve Kuvasiorkor hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (Demirci, 2011).

Proteinler ¢cogunlukla siit, et (balik ve kiimes hayvanlar1 dahil), yumurta, tahillar,
baklagiller ve yagl tohumlarda bulunan 6nemli besin bilesenleridir (Ozdal, Capanoglu
ve Altay, 2013). Hayvansal kaynakli proteinler (et, balik, kiimes hayvanlari ve
yumurtalar) bitkisel proteinlere gore daha yaygindir (Owusu-Apenten, 2004). Bitkisel
ve hayvansal proteinler disinda ek olarak algler, mayalar ve bakteriler (tek hiicre
proteinleri) de protein kaynagi olarak degerlendirilebilir (Tahergorabi ve Hosseini,
2017).

Proteinler besin degerlerine ek olarak, gidalara eklendiklerinde faydali 6zellikler
gosteren fonksiyonel gida bilesenleri olarak biiylik bir potansiyel sunmaktadir
(Oreopoulou ve Tzia, 2006). Dolayisiyla Proteinler hem beslenme hem de gida
teknolojisi ve isleme agamalari i¢in gereklidir (Batir, 2018). Gida formiilasyonlarinda
fonksiyonel gorevler iistlenmek amaciyla proteinler yogun olarak kullanilmaktadir
(Panyam ve Kilara, 1996). Asagida proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri ve kullanimlar

detayli olarak incelenecektir.
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1.4.1. Proteinlerin Fonksiyonel Ozellikleri ve Gidalarda Kullanim

Proteinler biiyiime, gelisme ve saglikli yasam i¢in gerekli olan besin dgelerindendir
(Cetiner ve Bilek, 2018). Bir¢ok gida proteini ¢ok iyi islevsel 6zelliklere sahip oldugu
icin gida bileseni olarak gidanin degerini arttirmaktadir. Gida formiilasyonlarinda
fonksiyonel etkiler saglanmasi amaciyla proteinlerin kullanim ise giderek artmaktadir
(Panyam ve Kilara, 1996). Proteinlerin sahip oldugu fonksiyonel 6zellikler amino asit
bilesimi ve dizisi gibi i¢ faktorlerle beraber pH, sicaklik ve iyonik ortam gibi ¢evresel
faktorlerden de etkilenebilmektedir (Boye vd., 2010; Panyam ve Kilara, 1996). Ayrica
proteinin yapisi, sekli ve ylizey hidrofobikligi, ekstraksiyon ve protein iirlinlerinin
tiretiminde uygulanan kurutma islemleri fonksiyonel ozellikleri belirleyen cesitli

faktorlerdir (Boye vd., 2010).

Gida proteinlerinin fonksiyonel 6zellikleri gida iiriinlerinin iiretimi, depolanmasi ve
tilketimi sirasinda protein davranisini etkileyen fiziksel ve kimyasal 6zellikler olarak
ifade edilmektedir (Boye vd., 2010). Gida teknolojisinde proteinler; gidalarin
islenmesi, hazirlanmasi, depolanmasi ve tiiketilmesi agamalarinda gidanin kalitesini
ve duyusal 6zelliklerini muhafaza etmeleri agisindan 6nemli bir yere sahiptir (Durmus
ve Evranuz, 2005). Proteinler sahip olduklan fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal
ozellikleriyle fonksiyonel etkiler gostererek gidalara istenen ozelliklerin
kazandirilmasmm saglar (Ozcan ve Delikanli, 2011). Bir gida sisteminde protein
kullanimi gerekli goriildiigiinde, gidanin 6zellikleri dikkate alinarak kullanilacak olan
protein bilesenlerinin fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmis olmaktadir (Durmus ve

Evranuz, 2005).

Proteinlerin fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6zellikleri arasinda boyut, sekil, yiik
dagilimi, amino asit kompozisyonu ve dizilimi, sekonder, tersiyer ve kuarterner
yapilari, diger molekiillerle olan etkilesim yetenegi, hidrofobisite/hidrofilite oran1 ve
esneklik/sertlik durumu yer almaktadir (Hanmoungjai, Pyle ve Niranjan, 2002).
Amino asitlerin bilesimi, siralanis1 ile sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilari
proteinlerin fizikokimyasal Ozelliklerini ortaya c¢ikarmaktadir (Gengcelep, 2008).
Proteinlerin sahip oldugu ve gida sistemlerinde gostermeleri beklenen etkiler arasinda
¢Oziiniirliik, su emme, su baglama, emiilsifiye etme, yag emme, kopiirme, jellesme,
krem olusturma, viskozite saglama, yapisma, elastikiyet, plastisite, renk ve aroma
baglama, kataliz etme gibi birgok fonksiyonel 6zellik siralanabilir (Sathe, 2012; Boye

vd., 2010). Bu 6zellikleri ile proteinler yapiy1 ve iiriinlerin organoleptik 6zelliklerini
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olusturur (Boye vd., 2010). Baz1 gidalarin iiretimi i¢in ¢esitli proteinlerin ayirt edici
fonksiyonel o6zellikleri olduk¢a onemlidir. Ornegin; bugday gluteni, hamur
elastikiyetini ve plastisitesini sagladigi i¢in gluten hamur agisindan olduk¢a énemli bir
proteindir (Eryilmaz, 2016). Proteinlerin sahip oldugu fonksiyonel 6zellikler i¢erdigi
protein tiiriine ve gida sistemine baglidir ve yumurta proteinlerinde goriilen kopiirme
ozelligi gibi istenen ya da meyve ve sebzelerde enzimatik kahverengilesmeye neden

olma gibi istenmeyen 6zellikler de olabilir (Sathe, 2012).

Coziiniirliik, incelenen proteinin fonksiyonel performansini anlamak agisindan énemli
bir faktordiir. Bunun sebebi, proteinin yetersiz ¢oziiniirlik performansinin diger
fonksiyonel 6zellikleri de sinirlayabilmesidir (Eryilmaz, 2016). Su tutma kapasitesi,
icerisinde su bulunan bir proteinin santrifiij kuvveti, yer ¢ekimi kuvveti ya da
sikistirmaya maruz kaldiginda suyu tutma kabiliyetidir (Alfredo vd., 2009). Su tutma
Ozelligi proteinin sahip oldugu H baglariyla suyu gida matrisi igerisinde tutmasiyla
gerceklesir (Gengceelep, 2008). Coziinme 6zelligi ise su tutma kapasitesi ile ilgilidir.
Su tutma kapasitesi arttik¢a ¢coziinme de artar. Emiilsifiye etme kapasitesi proteinin,
birbiri i¢inde ¢6ziinme ya da karigmaya kabiliyeti olmayan iki sivinin birbiri iginde
dagilmasini kolaylastiran bir madde olarak islev gorebilme yetenegidir (Lopez-Vargas
vd., 2013). Yag tutma kapasitesi, proteinlerin yag ile etkilesime girme kabiliyetini
gosterir. Gida formiilasyonlarinin olusturulmasinda ve iglenmesinde yag emilimi ve
lezzet tutma gibi bircok dnemli 6zellik proteinler ile lipitlerin etkilesiminden ileri
gelmektedir (Yust vd., 2010). Kopiik olusturma kabiliyeti gida proteinlerinin sahip
ozellikler arasindadir. Kopiikler, sivi ya da sulu faz ile dagilmis gaz faza sahip olan
proteinlerin olusturdugu cift fazli kolloidal sistemlerdir. Buna 6rnek olarak kdpiirme
gerektiren tariflerde yumurta akimin kullanilmasi gosterilebilir (Yust vd., 2010).
Dolayisiyla proteinler islenmis gida iirlinlerinin temel fonksiyonel bilesenleridir ve
gida iriinlerinin dokusal, duyusal ve besinsel 6zelliklerini belirlemektedir (Zayas,
1977). Ornegin; buz yiizeyine baglanabilme yetenekleri ile buz kristallerinin
biiylimesini ve kristallesmesini  kontrol etme yetenegine sahip proteinler
bulunmaktadir. Antifriz proteinler olarak adlandirilan bu proteinler, 6zellikle donmusg
gidalarda yeniden kristallenmenin Onlenmesiyle yapisal ve mekanik hasarlar
engelleyerek kullanildigi gidanin duyusal 6zelliklerini gelistirmektedir (Yangilar ve
Yildiz, 2016). Et proteinleri yiizey gerilimini diisiirerek yag ve su ara yiizeyine adsorbe

olmaktadir. Proteindeki polar gruplarin suya, apolar gruplarin ise yaga yonelmesiyle
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tic boyutlu yapilanmalar engellenmektedir. Bu nedenle et proteinleri ¢ok iyi birer

emiilgatordiirler (Gengcelep, 2008).

Gida sistemlerinde kullanilan proteinlerinin temel gorevlerini 6zetlemek gerekirse
peynir alt1 suyu proteini ¢oziiniirliik ve viskozite 6zellikleriyle igeceklerde, ¢corbalarda,
et sularinda ve salata soslarinda; kas ve yumurta proteini su baglama, emiilsiyon ve jel
olusturma 6zellikleriyle unlu iirtinlerde, jellerde, sosislerde ve ¢corbalarda; yumurta ve
siit proteini kopiik olusturma, yag ve aroma baglama o6zellikleriyle dondurmalarda,

donutlarda, et iirlinlerinde ve unlu iirinlerde kullanilmaktadir (Damodaran, 1994).

Gidalarda kullanilmak {izere yeni protein kaynaklarmin arastirilip gelistirilmesinde
fonksiyonel 6zellikler temel kriter olmaktadir. Bununla beraber duyusal 6zelliklerinin
kabul edilebilir diizeyde olmasi da aranan bir diger 6zelliktir (Durmus ve Evranuz,
2005). Bitkisel kaynakli proteinler, gida sistemlerinde beklenen fonksiyonel etkileri
siklikla gosteremediginden dolayr kullanimlart kisith olsa da enzimatik, kimyasal ve
fiziksel modifikasyonlarla bu proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri gelistirilebilmektedir
(Chavan, Mckenzie ve Shahidi, 2001).

Yeni protein kaynagi olarak bitkisel proteinlere hem fonksiyonel besin bilegenleri hem
de besin takviyeleri olarak kullanilmak {izere artan bir ilgi vardir (Khalid, Babiker ve
El Tinay, 2003). Bitkisel proteinler insan tiikketimine uygun ve siirdiiriilebilir bir
protein kaynagidir (Gtilseren, 2018). Bitkisel proteinlerin hayvansal proteinlere
donlisme orami yaklasik olarak %15 olarak bilinmektedir (Day, 2013). Bu durum,
ozellikle protein i¢in kiiresel talebin siirekli artmasi géz Oniine alindiginda gida
sistemleri ve diger tiiketici tirlinlerinde bitkisel protein kullaniminin 6nemini
gostermektedir (Giilseren, 2018). Ayn1 zamanda bitkisel proteinler hayvansal
proteinlere gére daha bol ve ucuz olmasina ragmen gida sistemlerinde kullanim1 ve

tilketimi hala olduk¢a sinirlidir (Day, 2013).

Gilinlimiizde ¢ogu bitki proteini siit, et ve yumurta gibi kaynaklardan fonksiyonel
hayvan proteinleri liretmek amaciyla hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Day,
2013). Bitkisel proteinler insan beslenmesinde ozellikle ortalama protein aliminin
temel miktardan daha az oldugu gelismekte olan iilkelerde 6nemli rol oynamaktadir
(Eryilmaz, 2016). Bitkisel kaynakli gida atiklarimin protein kaynagi olarak
kullanilabilmesi i¢in hem yiiksek protein igerigine hem de dengeli bir esansiyel amino

asit i¢erigine sahip olmasi gerekmektedir (Oreopoulou ve Tzia, 2006). Bir materyali
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gida triinlerinde kullanabilmek i¢in ek bir gereklilik de alerjik ve toksik maddelerin
bulunmamast ya da etkin bir sekilde uzaklastirilmasi i¢in uygun bir 6n islem
uygulanmasidir (Oreopoulou ve Tzia, 2006). Giinlimiizde daha ucuz ve istenen
diizeyde fonksiyonel 6zellikler gosteren protein unu, konsantresi veya izolati eldesi ile

ilgili ¢esitli caligmalar siirdiiriilmektedir (Durmus ve Evranuz, 2005).
1.5. Bitkisel Proteinlerin Genel Ozellikleri

Proteinler sahip olduklar: ¢esitli fonksiyonel 6zellikler ile gida formiilasyonlarinda
cokca yer alirlar (Kanu vd., 2007). Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri gidalarda katki
maddesi olarak kullanilmalarini saglayan; gidalarin depolanmasi, islenmesi ve
tilketilmesi esnasinda gidanin performansini yoneten fizikokimyasal ozelliklerdir
(Lamsal, Jung ve Johnson, 2007). Su tutma ve kopiik baglama, yaglarin emiilsiyonu,
aroma tutma, ¢oziiniirlik ve jellesme Ozellikleri bu fonksiyonel 6zelliklerdendir
(Rodsamran ve Sothornvit, 2018). Yiiksek protein icerigi, fonksiyonel etkinlik, anti-
beslenme faktorii diistikliigii (fitik asit vb.) igeriklerinden dolay1 protein ekstraktlarinin
gida sanayinde kullanilmasi giderek artmaktadir (Singharaj ve Onsaard, 2015). Protein
oOziitleri sekerleme, kozmetik atistirmalik, et iiriinleri, gazsiz igecekler gibi bir¢ok
irlinde aroma artirict ve gidayr zenginlestirici bilesen olarak kullanilmaktadir

(Bandyopadhyay ve Ghosh, 2002).

Gida iiretiminde kullanilmak igin yetistirilen ham maddelerin esansiyel mineral ve
vitaminleri gliniimiizde daha diisiik oranda i¢erdigi ve bu durumun gittik¢e artan diinya
niifusunu beslemek diislincesiyle yiiriitiilen hatali tarim uygulamalar1 dolayisiyla
ortaya ciktigr belirtilmektedir (Sikiric vd., 2003). Protein bakimindan yetersiz
beslenme Onemli saglik sorunlarini beraberinde getirmektedir (Ghaly ve Alkoaik,
2010). Beslenme eksikliginde viicuttaki proteinin enerji i¢in kullanilmasi durumunda
viicut daha sonra diger besin 6gelerini (karbonhidrat, yag) enerji kaynagi olarak temin
edebilse de kaybedilen proteinin viicuda tekrar kazandirilmasi s6z konusu
olmamaktadir (Pimentel vd., 1975). Ozellikle ¢cocuklarda protein eksikligi, biiyiime
bozukluklarina ve hastaliklarda artisa sebep olmaktadir (Pimentel vd., 1975). Bununla
beraber tiim diinyada 500 milyondan fazla insanin protein bakimindan yetersiz

beslendigi belirtilmektedir (Dando, 2012).

Sekiz esansiyel amino asidi daha yiiksek oranda icermeleri ve biyoyararliliklarinin

daha fazla olmasi bitkisel proteinlere gore hayvansal proteinlerin besleyici
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ozelliklerinin daha yiiksek olmasini saglamaktadir (Pimentel vd., 1975). Ornegin;
misir, bugday ve piring diisiik miktarlarda lisin icermektedir (Pimentel vd., 1975).
Genel olarak bitkisel proteinlerin lisin ve metiyonin esansiyel amino asitlerini diisiik
miktarda igerdiklerini soylemek miimkiindiir (Pimentel vd., 1975). Bitkisel
proteinlerin, referans protein kaynagi (tavuk yumurtasi) ile karsilastirildiginda, bu
kaynagin esansiyel amino asitleri % 62-81 oraninda igerdigi belirtilmektedir
(Krajcovicova-Kudlackova, Babinska ve Valachovicova 2005). Bununla beraber;
hayvansal gidalara nazaran daha az arastirilan bitkisel gidalar da protein iriinleri
icermektedir (Garcia vd., 2013). Bitkisel proteinlerin esansiyel amino asitler
bakimindan zengin olarak iiretilmesi ekonomik a¢idan olduk¢a 6nem tasimaktadir
(Young ve Pellett, 1994). Protein hidrolizatlarindan elde edilen kisa zincirli peptitlerin
viicut tarafindan etkin bir sekilde degerlendirildigi ve besleyici 6zelliklerinin daha

yiiksek oldugu belirtilmektedir (Gao, Smith ve Tsompo, 2014).

Kiiresel olarak ekonomik problemlerin artmasi, dini ve etik sinirlamalar, vejetaryenlik
ve veganlik egilimlerinin artmasi, saglik endiseleri dolayisiyla hayvansal protein
kullanmayan tiiketici gruplarini kapsamasi, besleyici icerige sahip olmasi, ucuz ve
kolay ulasilabilir olmasi gibi nedenler son zamanlarda gida endiistrisinde hayvansal
proteinlere alternatif olarak bitkisel proteinlerin kullanilmasini giindeme getirmektedir
(Rodsamran ve Sothornvit, 2018). Proteinlerin saglikli yasam igin gerekliligiyle
beraber diinya niifusunun artisi yeni alternatif protein kaynaklarmi da gerekli
kilmaktadir (Cetiner ve Bilek, 2018). Biiyiiyen diinya niifusu bitkisel proteinlerin daha
verimli kullanilmasini zorunlu hale getirmektedir (Day, 2013). Hayvansal kaynakli
gidalarin yiiksek miktarda tiiketilmesinin bazi saglik problemlerine neden oldugu
belirtilmektedir (Pimentel vd., 1975). Ornegin; serum kolesteroliiniin yiiksek olmasi
ile iligkilendirilen koroner kalp hastalig1 riskinin hayvansal kaynakli gidalarin yiiksek
miktarda kolesterol ve doymus yag asidi igermesi ile iliskilendirildigi bilinmektedir
(Pimentel vd., 1975). Ayni zamanda bitkisel proteinlerin serum kolesteroliinii
diislirdligii baz1 calismalarla gosterilmistir (Jenkins vd., 2000). Alternatif protein
kaynaklarmin kesfedilmesinde bir diger etken olan jelatin, BSE gibi hayvansal
kaynakli proteinlere olan gilivenin azalmasi da siirdiiriilebilir bir diyete gegisi
beraberinde getirmektedir (Aiking, 2011). Dolayisiyla, bitkisel protein kaynaklarinin
cesitliligi nedeniyle hayvansal proteinlere iyi bir alternatif olduklarini sdylemek

miimkiindiir (Moure vd., 2006).
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Glinlimiizde diinya niifusunun protein ihtiyacinin %70°1 bitkisel kaynaklardan
saglanmaktadir (Rodsamran ve Sothornvit, 2018). Ayni1 miktarda bitkisel ve hayvansal
protein lretmek icin gerekli olan ekim alani dikkate alindiginda bitkisel protein
yetistirmek i¢in topragin % 10’u gibi daha az bir oran1 gerekmektedir (Day, 2013).
Ayrica hayvansal proteinlerin iiretimi esit miktarda bitkisel protein {iretiminden
yaklasik olarak 100 kat daha fazla su gerektirmektedir (Pimentel ve Pimentel, 2003).
Dolayisiyla, stirdiiriilebilirlik baglaminda da bitkisel proteinlere yonelik ilgi her gecen

giin artmaktadir (Rodsamran ve Sothornvit, 2018).

Bitkisel protein kaynaklarinin iki temelini tahillar ve yaglh tohumlar olusturmaktadir
(Erickson, 2015). Yag endiistrisinden elde edilen yagi alinmis protein kaynaklarina
0zel bir ilgi gosterilmistir ve aycicegi, kanola ve kolza tohumu gibi yagl tohumlarin
kiispelerinden elde edilen proteinlerin biyoaktif ve fonksiyonel 6zellikleri iizerine
arastirmalar yapilmistir (Aydemir vd., 2014.). Yagi alinmis tohumlarin kiispelerinde
% 35-60 oranlar1 arasinda degisen miktarlarda protein bulunmaktadir ve tahillar yagh
tohumlara gore % 10-12 daha az oranda protein igermektedir (Erickson, 2015). Ancak
tahillarin tiretim miktarinin yagli tohumlara gore daha fazla olmasi onlar1 oldukca
onemli bir bitkisel protein kaynagi haline getirmektedir. Dogada bolca bulunmalari
nedeniyle bitki yapraklar1 ve bitkiler iizerinde yasayan algler de bitkisel proteinlere
kaynak olma agisindan olduk¢a onemlidir (Erickson, 2015). Yaghh tohumlarin
kiispelerinden elde edilen proteinlerin yani sira alternatif fonksiyonel protein
kaynaklar1 olarak degerlendirilmek iizere yer fistig1 kiispesi ve hurma meyvesi unu
proteinlerinden biyoaktif, yenilebilir film yapimi ve fonksiyonel 6zellikleri iizerine

calisilmigtir (Aydemir vd., 2014).

Tahuillar, bakliyatlar, yesil sebzeler ve yagli tohumlar bitkisel protein kaynaklaridir
(Cetiner ve Bilek, 2018). Cesitli bitkisel kaynaklardan protein eldesine yonelik
caligmalarin giderek hiz kazanmasiyla beraber bitkisel protein kaynagi olarak
giinimiizde yaygm kullanilan bitki soyadir (Nguyen ve Dao, 2017). Soya
fasulyesinden elde edilen protein izolatlari, konsantreleri ve hidrolizatlari; et ve siit
tiriinleri, bebek formiilasyonlari, fonksiyonel gidalar ve nutrasdtikler gibi gida
enddistrisinin farkli alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Aydemir vd., 2014.).
Soya proteini diinyada en yaygin olarak kullanilan bitkisel protein olmakla beraber

bugday gluteni, kolza, pamuk, misir, yer fistig1 ve ay¢icegi proteinleri de yaygin bir
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sekilde kullanilan bitkisel protein kaynaklarindandir; kinoa ve cevizden elde edilen

bitkisel proteinler de mevcuttur (Nguyen ve Dao, 2017; Moure vd., 2006).

Bezelye, yetistirilme alaninin genis olmasi ve kabugunun kolay bir sekilde
ayrilabilmesi gibi nedenlerden dolayr bakliyatlar arasinda ticari olarak en c¢ok
kullanilan bitkisel proteindir (Day, 2013). Bezelye proteinlerinin % 65-80’lik kismini
olusturan legumin (11S globiilin) ve visilin (7S globiilin) depo proteinleri, yiiksek
emiilsifiye edici 0Ozellik gostermektedirler (Liang ve Tang, 2013). Bezelye
proteinlerinin sahip oldugu yiliksek fonksiyonellik o6zellikleri birgok alanda
kullanilmalarini saglamaktadir (Sandberg, 2011). Ornegin; bezelye ve yulaf proteini
izolat1 ile iiretilen krakerlerin, ticari olarak {liretilen krakerlere gore besleyici ve
dokusal 6zelliklerinin daha iyi oldugu belirtilmektedir (Morales-Polanco vd., 2017).
Bununla beraber yagi alinmis aygicegi posast ve piring kepegi gibi yan iirlinlerden

protein eldesi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir (Hourigan vd., 1997).

Bitkisel proteinler gidalarin besin degerlerinin zenginlestirilmesi, fonksiyonel gida ve
gida takviyesi liretimi ve aroma artirict olarak kullanilabilmeleri ile ticari olarak
kullanilan peynir alti1 suyu proteinlerine alternatif olusturmaktadir (Clemente, 2000).
Bitkisel kaynakli proteinler; besin degerleri, biyolojik etkinlikleri, emiilsifiye edici
aktiviteleri, kopiik ve jel olusturmalari, yag, su ve lezzet baglayiciliklar gibi bir¢cok
farkli nedenden dolay1 gida sistemlerinde kullanilmaktadir. Ayrica bitkisel proteinler
iyi film olusturma o6zellikleriyle yenilebilir film ve plastik ambalaj malzemelerine
alternatif olarak biyolojik olarak parcalanabilen ambalaj malzemelerinin

gelistirilmesinde potansiyel malzemelerdir (Aydemir vd., 2014.).

Tarimda iiretilen proteinin % 35’1 gida olarak kullanilirken kalan protein yem olarak
ya da diger sektorlerde kullanilmaktadir; bir kismi ise hi¢ kullanilmamakta ve atiga
doniismektedir (Sari vd., 2015). Bitkisel protein pazarimin hizla biiyiimesi nedeniyle
yagli tohumlar, meyve ve sebzeler, tahillar ve soyaya alternatif baklagiller ve bunlarin
islenmesiyle olusan atiklarin ticari protein kaynagi olarak degerlendirilmesinde biiyiik
bir rekabet vardir (Aydemir vd., 2014.). Gida endiistrisi; bitkisel proteinleri kullanarak
yeni lirlinlerin gelistirilmesi, gidalarin muhafazasi ve atiklarin azaltilmasi konularinda
arastirmalar yaparak siirdiiriilebilir bir gelecege de katkida bulunabilir (Aiking, 2011).

Bu nedenle hem yiiksek miktarlarda bitkisel protein iiretmek hem de israfi dnlemek
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icin ileri atik degerlendirme aragtirmalarinin yapilarak bulgularin hayata gecirilmesi

hem iilkemiz hem de global popiilasyon agisindan 6nemlidir.

1.5.1. Bitkisel Proteinlerin Ekstraksiyonu

Bitkisel proteinlerin yapisal ve fonksiyonel ozellikleri {izerine c¢alisilabilmesi igin
proteinin diger proteinlerden ve protein olmayan molekiillerden ayrilmasi
gerekmektedir. Proteinlerin kendine 0zgii olan amino asit bilesimi ve ylizey
hidrofobikligi gibi 6zellikleri nedeniyle farkli ekstraksiyon yontemleri farkli protein
izolatlarini ya da konsantrelerini vermektedir (Karaca, Low ve Nickerson, 2011). Gida
yan irinlerinden, uygun Oziitleme/¢oktiirme yontemleri ile protein ekstraktlari
tretilmektedir. Alkali ekstraksiyonu/izoelektrik ¢okeltme, asit ekstraksiyonu, su
ekstraksiyonu, tuz ekstraksiyonu ve ultrafiltrasyon metotlar1 bitkisel atik posalarindan
proteinlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan yontemlerdir (Boye vd., 2010). Bitkisel
proteinlerin ¢ogu alkali ortamda ¢oziindiigiinden dolayi alkali ortamda siipernatanttan
protein ekstrakti elde edilmektedir (Escamilla-Silva vd., 2003). Ancak alkali yontem
ile diigiik verimli protein eldesi saglandigi i¢in izoelektrik noktada ¢oktiirme ile
proteinleri siipernatanttan ayirma islemi de siklikla uygulanmaktadir (Rodsamran ve

Sothornvit, 2018).

Yeni teknolojilerin kullanilmasinin protein ekstraksiyonunda verimi artirdigi
belirtilmektedir (Sarkis vd., 2015). Gida atiklarindan protein ekstraksiyonunda verimi
artirmak i¢in alkali yontem disinda enzim, ultrases, mikrodalga, vurgulu elektrik alan
ve siiperkritik akigkan gibi yaklasgimlar da bulunmaktadir (Gorgiig, 2018). Bu
yontemler ekstraksiyon igleminin siiresini azaltmakta, {iriin kalitesini artirmakta ve

Maillard tepkimelerini de kontrol altinda tutmaktadir (Ohshima, Sato ve Saito, 1995).

Mikrodalga ile ekstraksiyon ydnteminde; bitkinin hiicre matrisinde bulunan su,
mikrodalga enerjisini absorbe ederek hiicrenin i¢ten 1sinmasini ve hiicre yapisindaki
bilesenlerin matris disina gegisini  hizlandirarak hiicrenin  par¢alanmasini
saglamaktadir (Wang ve Weller, 2006). Bu yontemde ¢oziicii tipi, mikrodalga giicii,
islem siiresi ve sicaklik ekstraksiyon performansini etkileyen parametrelerdir (Made;,
2009). Mikrodalga ile ekstraksiyon susam, elma, piring kepegi ve kabak c¢ekirdegi gibi
farkli materyallerde c¢alisilmistir (Jiao vd., 2014). Ultrafiltrasyon yonteminde
proteinler partikiil biliyiikliigli ya da molekiil agirliklarina gore diger maddelerden

ayrilmaktadir (Romero-Baranzini vd., 1995). Vurgulu elektrik alan yonteminde hiicre

19



membranlarina kritik elektriksel potansiyel uygulanarak dokunun parcalanmasi ve
gecirgenligi artirilip proteinlerin hiicre disina aktarilmasi hizlandirilmaktadir. Yiiksek
voltaj ile ekstraksiyon yonteminde, iki elektrot arasinda iiretilen yiiksek voltajli
elektrigin bosalmasiyla birlikte bitkisel dokuya yogun bir enerji akis1 saglanmakta ve

boylece kiitle transferi hizlanmaktadir (Rosello-Soto, vd., 2015).

Ultrases yonteminde, 20 kHz ve 1 GHz araliginda frekansa sahip olan ses dalgalari
sayesinde bitki hiicresinin duvar etkilenmekte ve matriste bulunan bilesenlerin hiicre
disina gecisi hizlanmaktadir (Alupului, Calinescu ve Lavric, 2009). Ultrases
dalgalariin olusturdugu ultrasonik enerji, sivi ortama gegerek i¢ basinci artirmakta ve
kiigiik kabarciklarin olusumunu hizlandirmaktadir. Kiigiik kabarciklarin patlamasiyla
kabarciklarin i¢ yiizeyi ¢ok yliksek sicaklik ve basing degerlerine ulasmakta ve hedef
bilesenin matriksten salinmasini saglamaktadir (Jambrak vd., 2009). Ultrases
teknolojisinin gida endiistrisine entegre edilmesiyle bitkisel kaynaklardan yiiksek

katma degerli biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu yayginlasacaktir (Gorgiig, 2018).

Enzimatik ekstrasiyon yonteminde; Ozellikle karbohidrazlar (seliilaz, pektinaz) ile
bitkisel kaynaktaki polisakkarite bagli olan proteinler serbest duruma gegirilerek
ekstraksiyon verimi artirilmaktadir (Hourigan vd., 1997). Karbohidrazlar disinda
alkalaz, flavorzim ve protizim gibi proteaz enzimlerinin de ekstraksiyon verimini
artirmak amaciyla kullanildigi belirtilmektedir (Hanmoungjai, Pyle ve Niranjan,
2001). Ekstraksiyon isleminin daha diisiik sicaklikta ger¢eklesmesi, patlayict ¢oziicii
kullanilmamasi ve zararl atik madde iiretilmemesi bu yontemin diger avantajlaridir
(Hanmoungjai, Pyle ve Niranjan, 2001). Bitkisel proteinler enzimatik ekstraksiyon
yontemi ile elde edildiklerinde diisiikk viskozite ve yiiksek ¢oziintirlik o6zelligi
gosterdikleri i¢in fonksiyonel bir bilesen olarak bir¢ok gida tirtiniinde kullanilmaktadir
(Adler-Nissen, 1979). Farkli bitkisel kaynaklardan protein ekstraksiyonunda;
karbonhidrazlardan viskozim L’nin, proteazlardan ise alkalaz enziminin en verimli
enzimler oldugu belirtilmektedir. Viskozim L, arabanaz, seliilaz, ksilanaz ve

hemiseliilaz gibi birden fazla karbonhidrazi icermektedir (Hourigan, vd., 1997).

1.5.2. Yagh Tohum Proteinleri

Yagli tohum proteinleri insan beslenmesinde genellikle birincil protein kaynagi olarak
kullanilmamaktadir (Arntfield, 2000). Bununla beraber, yagli tohumlarin 6nemli

miktarda olan protein igermeleri dolayisiyla insan beslenmesi i¢in kullanim
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potansiyelleri bulunmaktadir (Moure vd., 2006). Igerigi nedeniyle en ¢ok kullanilan
ve bilinen bitkisel protein soya proteini olmakla beraber; ay¢icegi, kanola, misir, aspir,
yer fistig1, susam, pamuk ve keten tohumu proteinleri kullanilan diger yagl tohum

tirtinleridir (Rodrigues, Coelho ve Carvalho, 2012).

Yagh tohum proteinlerini; biyolojik olarak aktif proteinler ve yagli tohumlardaki en
onemli proteinler olan yapisal ya da depo proteinleri olmak tizere iki sinifta incelemek
miimkiindiir (Arntfield, 2000). Yapisal proteinler insan beslenmesi agisindan oldukga
onemli olan proteinlerdir. Biyolojik olarak aktif proteinlere enzimler ornek
gosterilebilir. Yagl tohumlarin icerdigi depo proteinlerine ise cruciferin/12S protein,
zein, 11S protein, arachin, carmin, a-globulin, glycinin ve helianthin 6rnek

gosterilebilir (Hiiriyet, 2014).

Yagl tohumlarin protein miktar1 degismektedir; soyanin protein icerigi % 37 iken
aspirde % 13-17 oraninda protein bulunmaktadir. Ancak yagli tohum proteinleri
birbirine yapisal benzerlikler gostermektedir. Buna 6rnek olarak hasat edilen tiim yagh
tohumlarin igeriginde suda ¢oziinen albuminlerin, tuzda ¢oziinen globulinlerin ve
alkalide c¢Oziinen glutenlerin bulunmasi ve dort adet ayni protein fraksiyonunu

icermeleri gosterilebilir (Moure vd., 2006; Rodrigues, Coelho ve Carvalho, 2012).

Yagl tohumlarin diinya bitkisel protein ihtiyacini karsilama oranlari; soya i¢in % 69,
kolza i¢in % 12.4, pamuk ¢igidi i¢in % 6.9, ay¢icegi tohumu i¢in % 5.3, yer fistig1 i¢in
% 2.8 olarak belirtilmektedir (Moure vd., 2006). Kiiresel olarak soguk presleme ile
yag Uretiminin giderek artmasiyla yag1 alinmis bitki posalar1 birikmekte ve bu durum
sonug olarak yagli tohum posalarindan bitkisel protein iirlinlerinin {iretilmesine yol

agmaktadir (Cakir ve Giilseren, 2019).

1.5.3. Corek Otu Proteinleri

T1bbi bitkiler arasinda oldukga sik kullanilan bitkilerden olan ¢orek otu bitkisinin aktif
bilesenlerinin kaynagi, bitkinin tohumu ve tohumdan elde edilen yaglaridir (Goreja,
2003). Hasat mevsimi, iiriin ¢esidi ve iirlinlin yetistirildigi iklime gore degismekle
beraber ¢orek otu tohumlarinda % 20.2 ham protein ve proteinlerin yap1 tasi olan bazi
aminoasitlerin bulundugu belirtilmektedir (Vatansever vd., 2013). Yagi alinmis ¢orek
otu tohumundan {iretilen protein konsantresinin esansiyel amino asit igerigi agirlikca
yaklagik olarak % 33 oraninda; protein miktar1 ise % 54 olarak bulgulanmistir (Cakir
ve Giilseren, 2019).
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Proteinler hakkinda fonksiyonel bilgilerin yapisal ve dizilimsel agiklamalarin
bulundugu Uniprot Knowledgebase’de (UniProtKB) 5 adet degerlendirilmis 22 adet
ise degerlendirilmemis ¢orek otu proteini oldugu belirtilmektedir (Anonim, t.y.).
Bunlardan defensin D1, defensin D2, thionin NsW1, thionin NsW2 ve non-specific
lipid-transfer protein 1 degerlendirilmis proteinlerdendir. Bu proteinlerin molekiiler
fonksiyonlar1 genel olarak genel olarak antibiyotik, antimkrobiyal ve fungisit etkiler

olarak raporlanmustir.

Corek otunun amino asit igerigini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada glutamik asit,
aspartik asit, 16sin, glisin ve arjinin amino asitlerinin en yiiksek oranda bulundugu
belirtilmekte ve amino asit igerigi oranlar1 % 22.4 glutamik asit, % 10.05 aspartik asit,
% 9.18 arjinin, % 6.92 16sin, % 6.86 glisin, % 6.07 pirolin, % 5.10 valin, % 4.21 alanin,
% 4 fenilalanin, % 3.98 isolosin, % 3.95 treonin, %3.91 lizin, % 3.8 serin, % 3.35
tirozin, % 2.83 histidin, % 1.45 metionin, % 1.17 sistin ve % 0.77 triptofan olarak
verilmektedir (Al-Gaby, 1998).

Corek otu tohumunun yagi lizerine daha ¢ok arastirilma yapilmasindan dolay:
biyoaktif 6zelliklerinin ¢ogu, yaginda bulunan timokinon ve ugucu yag bilesenlerine
atfedilmistir (Hadi, Mohammed ve Hameed, 2016). Protein bilesenlerinin biyoaktif
Ozellikleri ise ¢ok daha az arastirllmistir (Cakir ve Giilseren, 2019). Corek otu
proteinlerinin biyoaktif Ozelliklerinin arastirilmasi ve ¢orek otunun yagi alinmis
posasindan elde edilecek katma degerli protein iiriinleri tiretilmesi hem siirdiiriilebilir
cevre politikasina hem de iilke ekonomisine katki saglanmasi agisindan oldukga
onemlidir. Uzun yillardir geleneksel halk tibbinda bitkisel bir kaynak olarak kullanilan
¢orek otu proteinlerinin biyoaktif 6zelliklerinin belirlenmesi ve degerlendirilmesi

Onem arz etmektedir.
1.6. Biyoaktif Peptitler

Beslenme ile alinan diyet proteinleri esas olarak hiicresel bakim, biiyiime ve enerji igin
temel amino asit kaynagi olarak kabul edilmektedir (Ryder vd., 2016). Bununla
beraber; yakin ge¢miste, diyetsel proteinlerin tiiketimden sonra gastrointestinal
kanalda bulunan proteazlar tarafindan hidroliz edilmesiyle ortaya ¢ikan biyoaktif

ozellikleri taninmistir (Fitzgerald, Murray ve Walsh, 2004).
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Biyoaktif peptitler, insan viicudunda faydali fizyolojik etkilere neden olabilen protein
hidrolizatlaridir (Moller vd., 2008). Biyoaktif peptitlerin alimi, beslenme etkisine ek
olarak; viicut fonksiyonlar1 veya kosullar1 {izerinde olumlu etkiye neden olarak
sagligin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir (Korhonen ve Pihlanto, 2006; Ryder
vd., 2016). Biyoaktif peptitler giivenilir olmalar1 ve saglig1 artiric1 etkileri nedeniyle
fonksiyonel gida uygulamalarinin kilit bir kategorisidir ve nutrasotiklerde bilesen
olarak kullanilabilirler (Lahrichi, vd., 2013; Meisel ve Fitzgerald, 2003). Aym
zamanda antibiyotik ilaclarda antimikrobiyal olarak ve antiviral, antifungal,
antiparaziter ilaclarin gelistirilmesinde de rol oynamaktadir (Mooney, vd., 2012).
Diyetsel bir peptidin biyoaktif kabul edilebilmesi i¢in fizyolojik diizeyde 6lgiilebilir
biyolojik bir etki saglamasi gerekir. Bu biyoaktivite sagligi faydali bir sekilde etkileme
potansiyeli tasimalidir (Moller vd., 2008).

Biyoaktif olan peptitler ana protein i¢erisinde gizli ve genellikle etkisiz olduklarindan
aktif olabilmeleri i¢in ortaya cikarilmalar1 gerekir (Korhonen ve Pihlanto, 2006).
Proteinlerin birincil yapilarinda aktif olmayan biyoaktif peptitler; fermentasyon, gida
isleme prosesi, in vitro olarak enzim tarafindan katalizlenen proteoliz veya sindirim
sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Hartmann and Meisel 2007). Raporlanmis gogu BAP, in
vitro enzimatik hidroliz veya fermantasyon yoluyla iretilmistir. Uygun bir gida
proteini se¢ildikten sonra, ilgili peptitleri serbest birakmak icin tek veya ¢oklu spesifik
veya spesifik olmayan proteazlar kullanilarak enzimatik hidroliz uygulanmasi oldukca

stk bagvurulan bir yontemdir (Udenigwe ve Aluko, 2012).

Sigir siitli, peynir ve siit tirlinleri, gidalardan elde edilen en biiyiik biyoaktif peptit
kaynaklaridir (Torres-Llanez vd., 2005). Bununla birlikte; sigir kan1 (Przybylski vd.,
2016), jelatin (Lassoued vd., 2015), et, yumurta, ton balig1, sardalya, ringa baligi ve
somon gibi ¢esitli balik tiirleri gibi diger hayvan kaynaklarindan da elde edilebilirler
(Sanchez ve Varguez, 2017). Bitkisel kaynaklar olarak ise bugday, misir, soya, piring,
mantar, kabak, sorgum ve amarant 6rnek gosterilebilir (Sanchez ve Varguez, 2017).
Protein bakimindan zengin bir diger kaynak olan erik (Prunus domestica L.)
cekirdeginden alkalaz hidrolizi ile antioksidan ve antihipertansif aktiviteler gosteren
ve gida ve ilag endiistrisi i¢in faydali ucuz bir biyoaktif peptit kaynag: olabilecek 13
peptit (MLPSLPK, HLPLL, NLPLL, HNLPLL, KGVL, HLPLLR, HGVLQ,
GLYSPH, LVRVQ, YLSF, DGVLQ, GLYSPH, LVRVQ, YLSF, DPV) elde
edilmistir (Gonzalez-Garcia vd., 2014). Siit proteininden elde edilmis peptitlerden
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kasomorfinler, a-laktorfin, -laktorfin ve laktoferoksinlerde opioid etki; kasokinlerde
opioid etki ve ACE-inhinitorii etkisi; immunopeptitlerde immunomodiilator etki;
laktoferrisinlerde antimikrobiyal etki; kasoplatelinlerde antitrombotik etki;
fosfopeptitlerde mineral baglayict etki gozlenmistir (Meisel, 1998). 2,5-
Diketopiperazinler (DKP) de biyoaktif peptitler olarak biiyiik ilgi gormiistiir (Sanchez
ve Vazguez, 2017).

Bir peptidin kimyasal yapisi ile aktivitesi arasindaki iliski tamamen ¢oziillememis
olmakla beraber peptidin aktivitesi; yapisina yani amino asit kompozisyonuna C-
terminal amino asit tipine, peptit zincirinin uzunluguna, peptidi olusturan amino
asitlerin yiik karakterine, peptidin hidrofobik ve hidrofilik 6zelliklerine baglidir.
Biyoaktif peptitler biiyiik, orta ve kiigiik zincirli peptitler olabilir ancak kisa zincirli
peptitler (2-6 aminoasit) en biiyiik kategoriyi temsil eder (Lahrichi, vd., 2013). Viicuda
alindiginda biyolojik olarak 6nemli bir aktiviteye sahip olan biyoaktif peptitler ise kisa
amino asit zincirleri olarak tanimlanmaktadir (Lafarga ve Hayes, 2014). Peptit
dizilerinin kiigiik boyutlarda olmas1 sindirim esnasinda par¢alanma egiliminin daha az
olmasimi saglar (Segura-Campos vd., 2011). Peptit dizisinde hidrofobik ug¢ sayisinin
artmast ise partikiile baglanan miktarinin da artmasina neden olarak
biyoyararlanimlarini arttirmaktadir. Bu nedenle kiiciik peptitlerin etkinlikleri birgok in
vitro ¢alismada belirlenmistir (Segura-Campos vd., 2011). Ornegin; ACE-inhibe etkisi
yiiksek olan peptitler genellikle daha fazla C-terminalinde aromatik veya bazik N-
terminal amino asitlere, daha yliksek miktarda hidrofobik ve pozitif yiiklii amino
asitlere sahiptir (LI ve Yu, 2015). Tiim bunlarla beraber daha énemli olan bir diger
konu ise bahsedilen faydalarin goriilebilmesi igin biyoaktif peptitlerin sindirim
sisteminden ilk ge¢isi yapabilmesidir (Erdmann, Cheung ve Schroder, 2007). Diyetle
alinan proteinlerin pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi sindirim enzimleriyle
gerceklesen hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan biyoaktif peptitler, bagirsaktan emilerek
kan dolasiminda giiglii ve sistemik etkiler yaratabilir ya da gastrointestinal sistemde

lokal etkiler meydana getirebilir (Erdmann, Cheung ve Schrdder, 2007).

Biyoaktif peptitler; mineral baglama, immiinomodiilatér, antimikrobiyal,
antikarsinojenik, antioksidan, antitrombotik, hipokolesteromik ve antihipertansif
etkiler ve cesitli etkiler sergileyebilir (Erdmann, Cheung ve Schréder, 2007). Bilinen
biyoaktif peptitlerin birgogu ¢oklu islevlilik géstermektedir ve bu nedenle belirtilen

etkilerin birden fazlasini gosterebilmektedir (Korhonen ve Pihlanto, 2003). Gida
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protein hidrolizatlarinin biyoaktivite potansiyeli, enzim inhibisyonu baglaminda,
genellikle yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonlari (ICso) ile belirlenmektedir
(Nongonierma vd., 2017).

Talasemi gibi diizenli kan nakli gerektiren hastaliklarda transfiize edilen kirmizi kan
hiicrelerinin par¢alanmasiyla salinan demirin fazlasi karaciger ve dalak gibi organlarda
veya miyokard (kalp kasi) gibi yapilarda, hemosiderin ve ferritin olarak
depolanmaktadir (Ebrahimzadeh, Pourmorad ve Bekhradnia, 2008). Demirin
birikmesi toksik miktarlara ulastiginda ise doku hasarina neden olarak; kalp
yetmezligi, diyabet, endokrin anormallikleri, hipotiroidizm, karaciger yetmezligi ve
erken Oliime varacak kadar ciddi komplikasyonlara yol agmaktadir (Rund ve
Rachmilewitz, 2005). Bu nedenle talasemi, asir1 demir yiikiine yol agmasi nedeniyle
reaktif oksijen tirlerinin daha da kuvvetlenmesiyle organlara, Ozellikle
kardiyovaskiiler sisteme, verdigi hasarlar ile karakterizedir (Shinar ve Rachmilewitz,

1990).

Oksidatif stresin kirmizi kan hiicrelerine verecegi zararin Oniine gegmek amaciyla
antioksidanlar ve destekleyici tedaviler kullanilmaktadir (Kukongviriyapan vd., 2008).
Demir selatorleri; dokularda biriken demir ile, diskida ve/veya idrarda ¢oziiniir kararl
kompleksler olusturarak viicuttan atilmalarini saglar. Yapilan selasyon tedavisi ile
demir fazlaligindan kaynakli komplikasyonlar azalir ve hastanin yasam kalitesi

artirilmis olur (Shinar ve Rachmilewitz, 1990).

Kullanilmakta olan mevcut selatorler; biyoyararlanimlarinin zayif olmasi ve siddetli
yan etkileri yetersiz kalmalarina neden olmaktadir (Kukongviriyapan vd., 2008).
Demir selatlama ajanlarinin nispeten az olmalar1 da dikkate alindiginda, en az zararla
azami fayda saglayacak yeni kaynaklarin arastirilmasinda biiyiik ¢aba sarfedilmesi
potansiyel yeni kaynaklarin bulunmasi agisindan olduk¢a anlamlidir (Hosseinimehr

vd., 2007).

Insanlik tarihinde binlerce yildir cesitli hastaliklarm tedavisinde bitki &zleri
kullanilmaktadir. Glintimiizde de ¢esitli bitkisel materyaller hastaliklarla miicadele de
onemli kaynaklardan olmaya devam etmektedir (Ebrahimzadeh, Pourmorad ve

Bekhradnia, 2008).

Ornegin; pepsin ve pankreatin enzimleri ile {iretilen nohut protein hidrolizatlarinmn,

afinite ve jel filtrasyon kromatografisiyle saflastiriimasindan sonra demir selasyon
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aktivitelerinin belirlendigi bir ¢alisma yapilmistir (Torres-Fuentes, Alaiz ve Vioque,

2012). Demir selasyon aktivitesinin, saflastirilmis peptit fraksiyonlarinda
hidrolizatlara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ek olarak; histidin igeriginin ve
demir selatlama aktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirtilmistir. Histidin
iceriginin % 20’nin lizerinde olan fraksiyonlarda en yiiksek selatlama aktivitesinin
gozlendigi belirtilmektedir. Bu sonuglar, demir selatlayici peptitlerin pepsin ve
pankreatin enzimleriyle nohut proteinlerinin hidrolizinden sonra agiga c¢iktigini
gostermektedir. Metal selasyon yoluyla bu peptitlerin demir ¢éziiniirliigiinii, emilimini
ve biyoyararlanimi artirabilecegi de belirtilmektedir (Torres-Fuentes, Alaiz ve Vioque,
2012).

Corek otu tohumlarimin anti-kanser, anti-enflamatuar, anti-astim ve antihipertansif gibi
cesitli biyolojik aktiviteleri sahip oldugu belirtilmektedir (Randhawa, 2008). Ayrica
corek otu tohumlarinin 1yi bir antioksidan kaynagi oldugu bildirilmektedir (Salem,
2005). Bu aktiviteler agirlikli olarak ¢orek otu yaginin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir.
Corek otu proteinleri ile ilgili ¢aligmalar nispeten kisitlidir. Dolayisiyla ¢orek otu
tohumlarinin potansiyel bir biyoaktif protein kaynagi olma potansiyeli incelenmelidir

(Trigui vd., 2019).

Fizyolojik olarak aktif peptitler hakkinda gittikge artan bilgiler gida proteinlerinin son
yillarda artan bir deger kazanmasi saglamaktadir (Korhonen ve Pihlanto, 2006).
Buna bagli olarak protein igeren atiklardan biyoaktif peptidlerin liretimi de giderek
poplilerlesmektedir (Harnedy ve FitzGerald, 2012). Bu durum, atiklarin
kullanilmasinda ve degerlendirilmesinde artis saglamaktadir (Harnedy ve FitzGerald,
2012). Bitkisel atik proteinlerinin fonksiyonel saglik etkileri bir¢ok c¢aligmada
incelenmistir (Siow ve Gan, 2014). Bitkisel atiklardan elde edilen biyoaktif peptitlerde
incelenen etkiler arasinda en belirgin olarak antiproliferatif (hiicre biiylimesini
engelleyen), antikarsinojenik ve antidiyabetik aktivitelerde etki gozlenmistir
(Eryilmaz, 2016). Calismamizda soguk preslenmis ¢orek otu posasindan protein
konsantresi eldesi ve bu konsantrenin enzimatik hidrolizi ile bitkisel kaynakli biyoaktif

peptitlerin arastirilmasi ve eldesi amaglanmaktadir.
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1.6.1. Proteolitik Hidroliz ve Enzim Dis1 Yontemler

Biyoaktif peptitler; bitkilerden, hayvanlardan ya da mikroorganizmalardan gelen
proteolitik enzimler kullanilarak in vitro enzimatik hidrolizle, gastrointestinal sindirim
simiile edilerek in vivo enzimatik hidrolizle, kiiltiirler kullanilarak fermentasyon
yoluyla ve kimyasal sentez yoluyla (enfuvirtid vb.) tiretilmektedir (Agyei ve Danquah,
2011). Bu yontemler kombine bir sekilde de kullanilabilmektedir (Chakrabarti, Guha,
ve Majumder, 2018). Hidrolizden sonrasi izolasyon ve saflastirma asamalari

gerceklestirilerek biyoaktif peptitler elde edilmektedir (Agyei ve Danquah, 2011).

Gida proteinlerinden biyoaktif peptitlerin iiretilmesinde kullanilan en yaygin
yontemler, enzimatik hidroliz veya fermantasyon olmakla beraber, enzimatik hidroliz
daha ¢ok kullanilmaktadir (Lee ve Hur, 2017). Enzimatik hidroliz, 6zellikle gida ve
ilag endiistrisinde, organik ¢oziicii ve toksik kimyasallar icermemesinden dolay1 tercih
edilmektedir (Kim ve Wijesekara, 2010). Bu nedenle protein materyalinden belirli bir
sicaklik ve pH’da enzimatik hidroliz yoluyla protein hidrolizatlarinin hazirlanmasi

giiniimiizde 6nemli bir arastirma alani1 olmustur.

Proteinlerin enzimatik hidrolizi; amino asitlerden ve peptitlerden proteinleri olugturan
peptit baglarinin boliinmesiyle gergeklesmektedir. Elde edilen hidrolizat ise amino asit
ve peptit karisimindan olugmaktadir (Ulagesan, Kuppusamy ve Kim, 2018). Gida
kaynakli proteinlerin enzimatik hidrolizi sirasinda biyoaktif peptitlerin salinimin;
protein tipi ve konsantrasyonu, enzim hazirlama ve konsantrasyonu, ¢oziicii, pH ve
iyonik kuvvet gibi igsel faktorler ya da sicaklik ve basing gibi digsal faktorler
etkileyebilmektedir (Nongonierma vd., 2017). Ornegin; peptit baginin boliinebilmesi
i¢in enzimin segiciligi, pH veya substrat konsantrasyonuyla baglantili olabilir (Butre
vd., 2015). Bu nedenle etkili biyoaktif hidrolizatlarin olusumu i¢in ¢ok faktorli deney
tasarim1  ve ylizey yanit metodolojisi ile optimum hidroliz parametreleri

belirlenebilmektedir (Contreras vd., 2011).

Gida proteinleri genellikle tripsin, pepsin, kimotripsin, bromelain, fisin veya papain
gibi enzimler kullanilarak hidrolize edilir (Chakrabarti, Guha, ve Majumder, 2018).
Bitkisel ve hayvansal kaynakli yaygin olarak kullanilan enzimler a-kimotripsin ve
papain enzimleridir (Kim ve Wijesekara, 2010). Baz1 ¢alismalarda nétraz, termolisin,
pepsin, alkalaz, pronaz, karboksipeptidaz A ve tripsin enzimlerinin proteolitik hidroliz

icin uygun olan pH ve sicaklik kosullar1 altinda oldugu belirtilmektedir. Yaygin olarak
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kullanilan mikrobiyal kaynakli proteazlar, laktik asit bakterilerinden olan Bacillus spp.
ve Bifidobacterium'dan elde edilmektedir (Pedroche vd., 2007). Mikrobiyal kaynakli
proteazlarin diger kaynaklardan elde edilen proteazlara karst bazi avantajlari
bulunmaktadir. Minimum besin ihtiyaci ve olgunlagma siiresinin kisa olmasi1 nedeniyle
mikroorganizmalar: yetistirmek nispeten daha az maliyetlidir; ikincisi 6zellikle LAB
bakterileri olmak iizere ¢ogu mikroorganizmanin proteazlari hiicre zarindan alindig
i¢cin saflagtirma nispeten daha az maliyetlidir; son olarak ise mikrobiyal kaynakli
proteazlar dogada bulunan mikroorganizmalar kadar cesitlidir (Gobbetti, Smacchi ve
Corsetti, 1996). Kullanilan enzim tiiriine bagli olarak peptit dizileri ve biyolojik
etkinlikleri degisebilmektedir. Bununla beraber hidroliz derecesinin iyi bir diizeyde
olmasi i¢cim ise enzim/substrat orani dikkate alinmasi gereken 6nemli bir faktordiir
(Mojica ve Mejia, 2017). Kisa peptit zincirleri igeren hidrolizatlarin iiretilmesinde,
enzimlerin optimum pH ve sicakliklarina bagl olarak, birden fazla proteolitik enzim
kullanilabilmektedir (Khiari, Ndagijimana ve Betti, 2016). Elde edilen hidrolizatlarin
biyolojik aktiviteleri degerlendirildikten sonra en giiclii sekanslarin bulunmasi
amaciyla saflastirma ve tanimlama iglemleri gergeklestirilir (Chakrabarti, Guha, ve
Majumder, 2018).

Enzimatik hidroliz; yiiksek iiriin kalitesi ve verimi, son lriinde kalinti toksik
kimyasallarin ve organik ¢oziiciilerin bulunmamasi, istenmeyen {riin miktar
diisiikligii ve ilimli reaksiyon kosullariyla kimyasal senteze gore avantajlara sahiptir
(Sarmadi ve Ismail 2010). Ayrica reaksiyon siiresinin daha kisa olmast,
olgiilebilirliginin kolayligi ve daha 6ngoriilebilir olmasi nedenleriyle mikrobiyal
fermantasyondan daha fazla tercih edilmektedir (Sangsawad, Roytraku ve
Yongsawatdigul, 2017).

Mikrobiyal fermentasyon, bazi bakteri veya mayalarin biiyldiik¢e proteinleri
enzimleriyle hidroliz etmeleri i¢in protein substratlar1 {izerinde kiiltiirlenmesini
igcermektedir. Hidrolizin derecesi ise kullanilan susa, protein tipine ve fermantasyon
siresine  baghdir. Flde edilen protein hidrolizatlarinin  islevselligi  ise
mikroorganizmalarin farkli proteolitik enzimlere sahip olmalarindan dolay: farklilik
gostermektedir (Daliri, Oh ve Lee, 2017). Kullanilan mikroorganizmanin proteolitik

potansiyelini arttirmak i¢in ekim kosullar1 kontrol edilebilir (Marugg vd., 1995).
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Sonug olarak gida proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptit sayisi; enzim tipi ve
kullanilan mikroorganizma(lar) gibi faktorlerin optimize edilmesiyle ya da mikrobiyal
fermantasyonun enzimatik hidroliz ile birlestirilmesiyle artirilabilir. Enzimatik
hidroliz reaksiyon ortami, enzimlerin optimum pH ve sicakliklarina gore
ayarlanmasiyla reaksiyonda bir dizi enzim kullanilmasi miimkiindiir (Agyei ve
Danquah, 2011). Enzimatik hidroliz sirasinda potansiyel biyoaktif peptitlerin
saliniminin arttirilmasiyla daha yiiksek biyoaktif etki elde edilebilmektedir. Corek otu
proteinlerini hidrolize etmek amaciyla calismamizda, sahip oldugu istiinliikler

nedeniyle enzimatik hidroliz yontemi kullanilmistir.
1.6.2. Papain ve Tripsin Enzimlerinin Kullanim

Proteaz ya da peptidazlar; protein ve polipeptit zincirlerinin amid baglarini hidroliz
yoluyla parcalayarak amino asitlere doniistlirebilen proteolitik aktiviteye sahip
enzimlerdir (Fersht, 1998; Rostika vd., 2018). Protein yapisinda olan proteazlar, belli

bir sicaklik ve pH araliginda verimli bir sekilde ¢alismaktadirlar (Fersht, 1998).

Bu calismada; papain ve tripsin enzimi kullanilmaktadir. Tripsin enzimi, bir¢ok
biyoaktif peptit eldesinde kullanildig1 ve gastrointestinal sindirim esnasinda biyoaktif
peptitlerin agiga ¢ikmasini saglayan bir enzim oldugu i¢in burada da kullanilmaktadir
(Sanchez ve Varguez, 2017). Papain enzimi ise ¢ok fazla sayida ve diisiik molekiiler
agirlikta peptit elde edilmesini saglayarak, biyoaktif ozellik gosterme potansiyeli
olabilecek peptitlerin arastirilmas1t amaciyla kullanilmaktadir. Literatiirde de

yayginlikla degerlendirildigi bilinmektedir.

Endo proteazlar sinifinda yer alan sistein proteazlar; aktif merkezlerinde bulunan
sistein (Cys), histidin (His) ve aspartik asitten (Asp) olusan ticlii katalitik yapilari ile
karakterizedirler (Bugg, 1996). Papain (EC 3.4.22.2) papaya (Carica papaya L.)
lateksinden izole edilmis endolitik bir bitkisel sistein proteazidir (Amri ve Mamboya,
2012). Papain, olgunlasmamis papaya derisinin kesilmesi ve daha sonra kesilmis olan
lateksin toplanmasi ve kurutulmasiyla elde edilir. Meyvenin yesilliginin artmasiyla
papainin aktifligi arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir. Meyve ne kadar yesil

olursa papain enziminin de o kadar aktif olmaktadir (Amri ve Mamboya, 2012).

Papain; 1CVZ PDB erisim numarasina, 23.406 Da molekiiler agirliga, dort disiilfiir

kopriisiine sahip olan, tek zincirli protein yapisinda bulunan ve GIn19, Cys25, His158
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ve His159’da katalitik etkileri olan bir enzimdir (Robert vd., 1974). Ayrica ¢ok c¢esitli
kosullar altinda stabil ve aktif kalabilen, yliksek sicakliklarda dahi kararli olabilen bir
enzimdir (Cohen vd., 1986). Farkli substratlara gore aktivitesi degisen papain igin
optimum pH 3.0-9.0 araliginda belirtilmektedir (Edwin ve Jagannadham, 2000).
Papain, siilfidril grubu enzim aktivitesi i¢in olduk¢a gereklidir, {i¢ disiilfit kdpriisiine
sahip olan tek zincirli bir polipeptittir (Rostika vd., 2018). Papain 212 aminoasidin tek
bir polipeptidinden olusmaktadir ve aktif bolgesine 7 amino asit yerlesebilmektedir
(Fersht, 1998). Papainin proteolitik aktivitesinin, elastin ve proteoglikanlari
pargalanmasi gibi aktiviteler de dahil olmak tizere pepsin ve pankreatinden daha gii¢li
oldugu belirtilmektedir (Paul vd., 2013). Papain; proteinlere, kisa zincirli peptitlere,
amino asit esterlerine ve amid zincirlerine kars1 gosterdigi genis proteolitik etki
nedeniyle gida ve ilag endiistrilerinde yogun olarak kullanilmaktadir (Amri ve
Mamboya, 2012). Papain enzimi Ozellikle bazik amino asitleri (arginin, lisin ve

fenilalanin) iceren peptit baglarini par¢alamaktadir (Menard vd., 1990).

Papain enziminin mekanizmasi, aktif bélgede bulunan ii¢ amino asidin sistein-25
kismi ile termal amino kismini serbest birakan peptit zincirinin omurgasindaki
karbonil grubu karbonunu etkileme seklindedir (Amri ve Mamboya, 2012). Peptit
baglarini koparan bu mekanizma, Cys-25’in His-159 ile etkisiz hale getirilmesidir.
Proteinin  peptit  zincirleri boyunca bu islem gerceklestiginden protein
parcalanmaktadir. Asparagin-175 ise bu islemin gerceklesmesi i¢in His-159’un
imidazol halkasina yonlendirmektedir. Asparagin-175 amino asidi ile beraber bu {i¢
amino asit papain enziminin aktif bolgesinde calisan ve enzimin kendine 06zgi

fonksiyonlarini saglamayan amino asitlerdir (Menard vd., 1990).

Papain enzimi, proteinlerin katlanma ve agilma davraniglarini anlayabilmek i¢in iyi bir
sistem saglayan ve iyi tanimlanmig iki alandan olusmaktadir (Edwin vd., 2002).
Papain, molekiilin katlandig ii¢ disiilfiir kopriisii boyunca dengelenmekte ve enzim
stabilitesine katkida bulunan yan zincirler arasinda giiclii bir etkilesim olusturmaktadir
(Edwin ve Jagannadham, 2000). Katalitik yapisi ise amino asitler sistein-25 ve
histidin-159'dan olusmaktadir (Menard vd., 1990).

Bir ¢alismada, Palmaria palmata’dan papain enzimi hidrolizi ile izole edilen
IRLIVLMPILMA peptidinin sistolik kan basincini 33 mmHg azaltigi belirtilmistir
(anti-hipertansif etki) (Fitzgerald vd., 2014). Biyoaktif peptitlerin Tinospora cordifolia
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(Guduchi bitkisi) kokiinden ayrilmasi ve tanimlanmasi amaciyla gergeklestirilen
gastrik sindirimin in vitro simiilasyonunda, proteinlerin hidrolizi i¢in papain ve pepsin
enzimleri ayr1 ayr1 kullanilmistir. Bu proseste, papain hidrolizatlarinin 27 kDa
blytikliiglinde peptitleri verimli bir bigimde olusturmasi dolayisiyla bu hidrolizatlar
uygun tekniklerle saflastirilmis ve antioksidan aktivite analizleri uygulanmigtir
(Pachaiappan vd., 2018). Papain ile sindirimi gerceklestirilmis T. cordifolia kok
protein fraksiyonlarinin; ¢ok yiiksek oranda ABTS ve siiperoksit temizleme
aktiviteleri gosterdigi, diisitk molekiiler agirlikli birden fazla peptit elde edildigi,
hidrofobik ve aromatik amino asit kompozisyonuna sahip oldugu i¢in diger
peptitlerden daha fazla serbest radikal temizleme kapasitesine sahip oldugu
belirtilmistir. Papainin gosterdigi aktivite hem endo hem de eksopeptidaz aktivitesi
icermesi dolayistyla c¢ok sayida peptit iiretmesi durumuna baglanmaktadir
(Pachaiappan vd., 2018). Siit proteinlerinin proteolizi ile iiretilen biyoaktif peptitlerin
antioksidan aktivite ¢alismasinda papain ile hidrolize edilmis siit 6rneginin; tripsin,
pepsin, a-kimotripsin ve pepsin-pankreatin enzimleriyle elde edilmis 6rneklere kiyasla
en yiiksek Fe'? selatlama aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir (El-Fattah, 2017).
Ovalbiiminin papain kullanilarak hidrolize edildigi bir diger ¢alismada hidrolizatlarin,
ACE inhibisyon oraninin anlamli derecede yiiksek olan % 70.6 + 1.1'e ulastigini
belirlemislerdir (Huang vd., 2015).

Spirulina platensis’ten papain enzimi ile elde edilen peptitlerin amino asit dizisi ve bu
peptitlerin biyoakitiviteleri; Lys-Leu-Val-Asp-Ala-Ser-His-Arg-Leu-Ala-Thr-Gly-
Asp-Val-Ala-Val-Arg-Ala peptidinin antibakteriyel aktivite (Sun vd., 2015),
belirlenmemis bir diger peptidin antitiimor etki (Suetsuna ve Chen, 2001), Val-Glu-
Pro peptidinin ise ACE-I inhibitor aktivite (Lu vd., 2010) gosterdigi seklindedir.

Sonug olarak papain, biyolojik ve ekonomik Oneme sahip enzimatik bir protein

oldugunu gostermistir (Amri ve Mamboya, 2012).

Endopeptidaz siifindan olan serin proteazlar, aktif merkezlerinde esansiyel serin
dizisi varligina sahiptirler. Serin proteazlar proteinlerin lizin ve arginin artiklarinin
karbonil uclarinin spesifik hidrolizini ger¢eklestirmektedir. Metabolizmada hormon ve
immiin sistem aktivitesi, kan pihtilagsmasi gibi bir¢cok proseste bulunurlar (Ahsan ve

Watabe, 2001).
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Serin proteazlar sinifindan olan tripsin enzimi de hidrolitik bir enzimdir (Bisswanger,
Nouaimi ve Klaus, 2001). Molekiiler agirhigr ise 23,8 kDa olarak belirtilmektedir
(Ahsan ve Watabe, 2001). Tripsin Arg-X, Lys-X bélgelerinden keserek proteinlerin
yikimin gergeklestirmektedir (Bisswanger, Nouaimi ve Klaus, 2001). Tripsinojen adli
aktif Oncii protein olarak pankreastan salgilanan tripsin enzimi, bagirsak
mukozasindan salgilanan enterokinaz enzimi ile aktif forma gegirilir. Oto-katalitik
olarak tripsinojenin aktivasyonundan ve kimotripsin, elastaz, karboksi-peptidaz gibi

proteazlarin aktivitesinden de sorumludur (Malmsten ve Larsson, 2000).

Tripsin enzimi katalizinin mekanizmasi; substrata baglanma, His-57 tarafindan
desteklenen Ser-195’ten protein transferiyle peptit tizerinde bulunan bagin karbonil
grubuna niikleofilik sadiristyla peptit baglarinin yikimi ve ilk iiriiniin serbest kalmasi,
His-57 ile desteklenen agil-enzim arasina suyun girmesi ve tetrahedral aranin
olusumuyla agil aranin ¢oziilmesi ve ikincil iriiniin serbest kalmasi seklinde

gerceklesmektedir (Perona ve Craik, 1994).

Tripsin enziminin endiistriyel ve medikal kullanim alanlari olduk¢a fazladir;
hazimsizlik tedavisinde, insan insiilininin yar1 sentezinde, insan kaninda bulunan serin
proteaz inhibitdrlerinin belirlenmesinde, siit oksidasyonun dnlenmesinde ve biyoaktif
peptitlerin eldesi i¢in hidrolizin sinirl olarak gergeklestirilmesinde ve diger bir¢ok
alanda kullanilmaktadir (Kang vd., 2005). Bununla beraber tripsin, kiitle
spektrometresi (MS) ile protein kimligi belirleme ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan
proteazdir. Tripsin gibi spesifiteleri bilinen proteolitik enzimlerin hidroliz
Ozelliklerinden  yararlanilarak  proteinlerden  kiiciik  peptidlerin  eldesi

gergeklestirilmektedir (He, Zhong ve Yeung, 2002).

Tripsin enzimi kullanilarak biyoaktif peptit elde edilmesiyle yapilmis birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin; Spirulina platensis organizmasindan tripsin enzimi ile elde
edilen peptitin antitiimor etkisine sahip oldugu belirtilmistir (Zhang ve Zhang, 2013).
Yeni bir dipeptidil peptidaz IV (DPP-I1V) inhibe edici peptit eldesi i¢in yapilan
calismada; tripsin ve kimotripsin enzimleri ile keci siitii kazein hidrolizatlarindan
DPP-1V inhibe edici peptitlerin izole edildigi ve tanimlandigi belirtilmistir (Zhang vd.,
2015). Siit proteolizi ile iiretilen biyoaktif peptitlerin ACE-I inhibitér ve antioksidan
aktivite calismasinda tripsin ile hidrolize edilmis siit 6rneginin, siitteki teknolojik

ozelliklerde degisiklige neden olmadan ACE-I inhibitér ve antioksidan aktivite
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gosterdigi belirtilmistir (El-Fattah, 2017). Bir sindirim enzimi olarak insan viicudunda
biyoaktif peptitleri iiretmesi yoniiyle tripsin enzimi ile zararli yapilari inhibe edici

peptitlerin aranmasi uygun goriilmektedir (Tauzin, Miclo ve Gaillard, 2002).

Proteinlerin hidrolizinde papain, tripsin, pepsin, alkalaz enzimlerinin kullanimi
giderek artmaktadir (Aspmo vd., 2005). Gidalardan spesifik biyoaktif peptitlerin
iiretilmesinde belirli proteolitik enzimlerin kullanildig1 bilinmemekle beraber bazi
enzimlerin daha diisiik molekiiler agirlikli biyoaktif peptitler tiretme egiliminde oldugu
bilinmektedir (Daliri, Oh ve Lee, 2017). Ornegin; Achatina fulica salyangoz ayak kas1
proteininin papain ve tripsin tarafindan hidroliz edildigi 6rneklerde daha fazla sayida
kiiciik molekiiler agirlikli peptit elde edildigi belirtilmektedir (Huang vd., 2017).
Bilinen biyoaktif peptitlerin ¢ogu da gastrointestinal enzimlerden olan pepsin ve
tripsin kullanilarak iiretilmistir (Gobbetti, Minervini ve Rizzello, 2004). Ornegin;
anjiyotensin-doniistiiriicii enzimi (ACE) inhibe eden biyoaktif peptitler ¢ogunlukla
tripsin kullanilarak tiretilmistir (Meisel ve FitzGerald, 2003).

Diisiik molekiiler agirlikli peptitlerin (<10 kDa), yiliksek molekiiler agirlikli peptitlere
gore daha etkili antioksidan ve antihipertansif peptitler oldugu bilgisinden yola
cikarak; ticari olarak biyoaktif peptitlerin iiretilmesinde diisiik molekiiler agirlikli

peptitler iireten proteazlarin se¢ilmesi faydali olacaktir (Wattanasiritham vd., 2016).

Gostermis olduklar1 biyolojik aktivitelere dayanarak calismamiz kapsaminda ¢drek
otu proteinlerinin proteolitik hidroliziyle biyoaktif peptit eldesinde papain ve tripsin
enzimlerinin kullanilmasina karar verilmistir. DPPH, Fe*? selatlama gibi antioksidatif
aktiviteler ve anti-Alzheimer gibi biyoaktif 06zellikler gosterecek peptitlerin

arasgtirtlmasinda kullanimlar1 uygun gorilmistiir.

1.7. Peptitlerin Fraksiyonlanmasi

Fraksiyonlama; numune igeriginin (peptitler, proteinler, metabolitler) kimyasal ve
fiziksel Ozelliklerine dayanarak ve genellikle kromatografi ya da elektroforez
kullanarak ¢esitli gruplara (fraksiyonlar) ayrilmasi islemidir (Issaq ve Veenstra, 2013).
Gida peptitlerin fraksiyonlanmasinda gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan yontemler;
ultrafiltrasyon ve iyon degisimi kromatografisi ile jel filtrasyon teknolojilerini igermek
tizere s1v1 kromatografisidir (Chabeaud vd., 2009; Pedroche vd., 2007).
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Yontemlerin birgogu laboratuvar 6l¢eginde etkin sonuglar vermektedir. Bununla
beraber iiretim maliyeti, biiylik 6l¢ekli uygulamalar i¢in engel olusturmaktadir (Agyei
ve Danquah, 2011). Peptit bazli liriinlerin ticarilesmesinde en biiyiik sinirlayici faktor
saflagtirma tekniklerinin maliyetidir. Endiistriyel biyoteknoloji islemlerinde ayirma ve
saflagtirma agamalarinin, sermayenin ve isletme maliyetlerinin % 70'ine tekabiil
edebilecegi tahmin edilmektedir (Brady vd., 2008). Bu nedenle biyoaktif peptitlerin
eldesine yonelik izolasyon metotlarinin islem zamani ve maliyetlerinin azaltilmasi

lizerine arastirmalar devam etmektedir (Bargeman vd., 2002).

Peptit fraksiyonlamanin; kolon oOzellikleri, mobil faz ve peptit ozellikleri (yik,
polarite, hidrofobiklik ve boyut) olmak iizere {i¢ bileseni bulunmaktadir (Manadas vd.,
2014). Fraksiyonlama tekniklerinin ¢ok c¢esitli olmasi, belirli bir numuneye en uygun
olan teknigi segmeyi zorlastirmaktadir. Bununla birlikte, tim ayirma yontemleri her
numune Ve arastirma konusu i¢in ayni derecede uygun degildir (Mostovenko vd.,
2013). Belirli bir fiziksel veya kimyasal 6zellik temelinde kullanilacak fraksiyonlama
yontemi; yogunluk 6zelligine gore ultrasantrifiijleme, molekiiler boyut 6zelligine gore
boyutsal ayrisma kromatografisi veya jel elektroforezi, izoelektrik noktalarina gore
izoelektrik odaklanma, hidrofobikliklerine gore hidrofobik etkilesim kromatografisi
veya ters faz kromatografisi, tasidiklari net yiiklere gore iyon degisimi kromatografisi,
spesifik biyomolekiiler etkilesimlere gore afinite kromatografisi gibi fraksiyon
metotlar1 kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri veya birkag tanesi, protein ya da
peptitin sahip oldugu ozellikler kapsaminda, kombine bir sekilde kullanilarak
saflagtirma islemi yapilabilmektedir. Numunenin o6zelliklerine ve miktarina gore

uygun yontemler secilmelidir (Issaq vd., 2002).

Eczacilik ve gida sanayinde saflastirilmis protein ve peptitlerin kullanim alan1 oldukca
fazladir. Hormonlar (insiilin vd.), antikorlar, viral antijenler (hepatit B antijeni),
biiylime faktorleri (interferonlar vb.), bebek mamalar1 gibi fonksiyonel iiriinlerde bu

yontemlerden faydalanilmaktadir (Wrolstad vd., 2005).

Corek otu protein izolatlarinin fraksiyonlanmasi, iyon degisim kromatografisi yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. [yon degisim kromatografisi, numunenin tagidig1 net
yiike gore fraksiyonlamaktadir. Kolonlar, negatif (katyon degistirici) veya pozitif
(anyon degistirici) yiikli baglayict gruplar igeren regineyle doldurularak hidrolizat

karisimi diigiik iyonik giicte olan bir tamponla kolon boyunca taginmaktadir. Burada
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dikkat edilmesi gereken nokta; kullanilan tamponun pH degerinin hedef peptitin
regineye baglanmasini saglayacak degerde olmasi gerektigidir. Eger tamponun pH
degeri peptitin izoelektrik noktasindan diisiik olursa protein pozitif yiiklii olur ve peptit
bir katyon degistirici ile baglanarak kolonda tutulur. Eger tamponun pH degeri peptitin
izoelektrik noktasindan yiiksek olursa protein negatif yiiklii olur ve peptit bir anyon
degistirici ile baglamir. Kolondan ilk ¢ikan peptitler ise baglanmayanlardir. Iyonik
giicii veya pH’1 farkli olan bir tampon kolondan gegirilip bagli olan peptitlerin yiikii
degistirilerek kolondan ayrilmasi saglanmaktadir. Iyon degisim kromatografisi, elde
edilen fraksiyon g¢esitliligi acisindan yiiksek kapasiteye sahip oldugu ig¢in tercih
edilmektedir (Whitford, 2005). Bununla beraber birden fazla yontem ve tekonoloji
kombine bir sekilde de kullanilmaktadir (Issaq vd., 2002).

Iyon degisim kromatografisi kullanilarak; gokkusag: alabaligindan (Oncorhynchus
mykiss) Calpain ve Calpastatin proteinlerinin, Japon giimiis baligindan (Hypomesus
nipponensis) antifriz protein, kaya baligindan (Sebastes schlegeli) antibakteriyel

protein elde edildigi belirtilmistir (Kitani vd., 2007).

Nigella sativa proteinlerinin iyon degisim kromatografisi kullanilarak elde edilen
fraksiyonlarinda, immiinomodiilator etkili fraksiyonlar elde edilmistir (Haq vd., 1999).
Daha once elde edilen bulgulara ve calismamizda ¢orek otu hidrolizatlarinda
gbzlemlemis oldugumuz antioksidatif ve biyoaktif 6zelliklere dayanarak iyon degisim
kromatografisi ile peptitler fraksiyonlanmistir. Etkin olan peptitlerin tanimlanmasi ve
fonksiyonel bir bilesen olarak gida, eczacilik gibi sektorlerde kullanim olanaklarinin

arastirilmasi amaglanmaktadir.
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IKiNCi BOLUM
MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Soguk presle yag1 alinmis ¢orek otu posalari, Istanbul’da soguk pres yaglar iireten
yerel bir firma olan Oneva (Oneva Gida Ltd., Istanbul, Tiirkiye) tarafindan
saglanmistir. Soguk presle elde edilmis posalarin tiim islemlerinde uygulanmig
maksimum sicaklik <40 °C’dir. Calisma boyunca ¢6ziicli ve tampon ¢ozelti olarak 50
mM (pH 7) potasyum fosfat tamponu kullanilmigtir. Bu ¢alismada kullanilan tiim
kimyasallar Sigma-Aldrich’ten saglanmistir. Higbir zararli, zehirli, toksik ve organik

¢Oziicl kullanilmamustir.

2.2. Ornek Hazirlama

Asagidaki is akis semasinda yagi alinmis ¢orek otu posalarindan protein konsantresi
eldesi ve bu konsantrelerden enzimatik hidroliz yoluyla gergeklestirilen hidroliz

Ozetlenmistir.

2.2.1. Soguk Preslenmis Corek Otu Posalarindan Protein Ekstraksiyonu

Sekil 2.1°de gosterilen soguk pres yontemiyle yagi alinmis ¢orek otu posalarindan
alkali ekstraksiyonu-izoelektrik ¢oktiirme (AE-IC) teknigi kullanilarak protein
konsantreleri elde edildi (Karaca, Low ve Nickerson, 2011). Yag1 alinmis posalar
blender yardimiyla daha kii¢iik parcalar haline getirildi (Sekil 2.2). Toz hale gelen posa
su ile karstirilarak (kiitlece 1:15; numune:su) Sekil 2.3’te goriilen dispersiyon
hazirlandi. Proteinlerin  ¢éziinmesini saglamak amaciyla dispersiyonun oda
sicakliginda manyetik karistirict (140 G, 1 saat) ve 1 N NaOH kullanilarak pH
degerinin 9,5’te sabitlenmesi saglandi. Elde edilen dispersiyon 14600xg degerinde
4°C’de 1 saat santrifiij (HITACHI, CR22N) edildi. Coziindiiriilmiis proteinleri igeren
siipernatant toplandi ve numune tortu igerdiginden vakum filtrasyonu islemi
gerceklestirildi. Ardindan izoelektrik c¢okelmenin gerceklesmesi icin 1 N HCI
kullanilarak manyetik karigtirict yardimiyla ortamin pH degeri 4,5’e getirildi.
Izoelektrik ¢okelmenin tamamlanmasi icin 14200xg degerinde 4 °C’de 30 dakika
santrifiij islemi tekrarlandi. Stipernatant (kat1 kistm/¢okelti) toplandi ve liyofilizasyon
islemine kadar kiigiik pargalara boliinmiis bir sekilde -20 °C’de saklandi (Stone vd.,
2015). Dondurulmus numuneler bir Teknosem TRS 2/2V liyofilizatorii (Teknosem
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Corp., Istanbul, Turkey) kullanilarak daha konsantre hale getirildi. Sekil 2.4’te

gosterilen liyofilize edilmis numuneler proteolitik hidrolize kadar -20 °C’de saklandi.

Sekil 2.2: Blender yardimiyla kii¢lik pargalar haline getirilen yagi alinmis ¢orek otu

posalart.
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Sekil 2.3: Yag1 alinmis ¢orek otu posast ve su dispersiyonu (1:15 ag/hacim).

Sekil 2.3: Liyofilizasyon islemi sonrasi elde edilen ¢orek otu protein konsantreleri.
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2.2.2. Kjeldahl Metodu ile Protein Miktar1 Tayini

Liyofilize edilmis ¢orek otu protein konsantrelerinin protein miktar: ekibimizin dnceki
calismalarinda Kjeldahl protein miktar tayini yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Kjeldahl metodunda; toplam organik azot miktarmin belirlenebilmesi i¢in konsantre
stilfirik asit bir katalizor yardimiyla (bakir siilfat vb.) amonyum siilfata doniistiiriliir.
Olusan amonyak alkali kosullar altinda borik asit ¢ozeltisi ile damitilir. Damitma
sonrast olusan borat anyonlari, standardize edilmis hidroklorik asit ile titre edilerek
numunedeki ham protein miktarini temsil eden azot miktar: hesaplanir. Cogu protein
% 16 oraninda azot icerdigi i¢in “6.25” olan doniisiim faktorii ile sonug hesaplanir

(Jiang vd., 2014).
2.2.3. Corek Otu Protein Ekstraktlarimin Proteolitik Hidrolizi

Giilseren ve Corredig’in (2013) yontemi baz alinarak, tripsin ve papain enzimleri ile
proteolitik hidroliz gerceklestirildi. Tripsin ve papain enzimleri Sigma-Aldrich
firmasindan temin edildi. Corek otu protein konsantresinin, 50 mM (pH 7) potasyum
fosfat tamponunda 1 saat boyunca 25 °C ve 500 rpm’de manyetik karistiricida
karistirtlmak suretiyle Sekil 2.5’te gosterilen sulu bir dispersiyonu (% 1) hazirlandu.
Ardindan dispersiyon (20160xg ve 23°C’de 10 dakika) santrifiij edildi. Sivi kisim

alinarak siipernatant tortulardan ayrildi. Elde edilen ¢orek otu protein siipernatantlari

Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Sekil 2.4: Fosfat tamponu ile hazirlanmis % 1’lik ¢orek otu protein konsantresi

dispersiyonu.

39



Sekil 2.5: Enzimatik hidrolize hazir ¢orek otu protein siipernatantlari.

Her iki enzim igin de 1:1000’lik enzim: protein oraninda numuneler eppendorf
tiiplerinde hazirlandi ve termomikser (MIULAB Thermo Shaker Incubator, 37°C 1000
rpm) kullanilarak 15, 30, 60 90, 120 dakikalik siirelerle enzimatik hidroliz
gerceklestirildi. Islem siiresi tamamlanan hidrolizatlarin enzim aktivitelerinin
durdurulmast i¢in hidrolizatlar, 95 °C’deki su banyosuna alinarak 5 dakika bu
sicaklikta tutuldu. Ardindan hidrolizatlar buz banyosu kullanilarak hizli bir sekilde
sogutuldu ve numune sicakligi oda sicakligina inince mikrosantrifiij (Neuation, iFuge
M08, 6000 RPM, 30 dakika) kullanilarak ¢6ziinmeyen pargaciklardan ayrilmasi
sagland1 (Sekil 2.7). Ay islemler sadece protein ¢ozeltisine de uygulanirken
enzim+protein drneginde termomikser asamasi atlanarak uygulandi. Son olarak tiim
numuneler, 0.45 um seliiloz asetat (“cellulose acetate”, CA) siringa filtrelerden
gecirilerek elde edilen Sekil 2.8’deki numuneler analiz agamalarina kadar -80 °C’de

depolandi.

~~ FHERY =
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Sekil 2.6: Papain ve tripsin enzimleri ile farkli siirelerde (0, 15, 30, 60, 90 ve 120

dakika) hidroliz edilerek elde edilmis ¢orek otu protein konsantresi ve hidrolizatlari.
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Sekil 2.7: Corek otu protein konsantresi ve hidrolizatlarinin santriflij ve filtrasyon

islemi sonrasi goriintiileri.

2.3. Biyoaktivite Testleri

Elde edilen protein ve peptitlerin, anti-Alzheimer etkilerinin incelenebilmesi igin
asetilkolinesteraz (AChE) oOnleyici aktivite testinden yararlanilmistir (Senol vd.,
2010).

2.3.1. Asetilkolinesteraz (AChE) Onleyici Aktivitesi Testi

Corek otu proteinlerinin tripsin ve papain enzimleri ile elde edilmis hidrolizatlarinin
AChE onleyici aktiviteleri belirlenmistir. Bu amagla, oda sicakligina getirilmis 10 ul
peptit numuneleri (0, 15, 30, 60, ve 120. dakika), 150 ul sodyum fosfat tamponu (0,1
M pH 8), 1000 ul AChE enzimi (0,1 unite/ml) thermomixer yardimiyla 15 dakika
boyunca 25°C’de inkiibe edildi. Ardindan, 10 pl DTNB ¢ozeltisi (10 mM) ve 10 pl
ATCI ¢ozeltisi (14 mM) eklendikten sonra renkli {iriin olusumu gozlendi. 10 dakika
sonra spektrofotometre ile 412 nm’de 6lgtim gergeklestirildi (Senol vd., 2010).

2.3.2. Antioksidatif Aktivite Testleri
Elde edilen protein ve peptitlerin antioksidatif etkileri, farkli oksidatif mekanizmalarin
incelenebilmesi i¢in 4 farkli antioksidan aktivite testinden yararlanilarak

arastirilmastir.

2.3.2.1. DPPH Tutma Aktivitesi Testi

Oda sicakligina getirilmis 0,1 ml peptit numuneleri (0, 15, 30, 60, 90 ve 120.dakika),
0,1 ml DPPH ¢dzeltisi (5,3 mg DPPH/100 ml metanol) ile karigtirildi. Ayrica yalnizca
tampon (potasyum fosfat), tampon ile DPPH, enzim ile DPPH ve protein ile DPPH

igeren numuneler de 6l¢lim i¢in hazirlandi. DPPH igeren tiim 6rnekler 6lgiimden 6nce
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15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Ardindan 515 nm’de zamana bagli absorbans
Olctimii yapildi. Her bir 6rnek iki paralel olacak sekilde hazirlandi ve 6l¢tim yapildi

(Villano, vd., 2007).

2.3.2.2. Demir Selasyon Aktivite Testi

Ebrahimzadeh (2009) yéntemine uygun olarak ¢orek otu protein ve peptitleinin Fe?*
iyonlarini selatlama kapasitesi belirlenmistir. Farkli dakikalar (0, 15, 30, 60, 90 ve 120.
dakika) boyunca hidroliz edilmis peptit ¢cozeltilerinden 0,5 ml alinarak 1,6 ml saf su
ve 0,05 ml 2 mM FeCl; karistirildi. 30 saniye sonra karisima 0,1 ml 5 mM ferrozin
eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Olusan Fe?*-ferrozin
kompleksinin absorbansi 563 nm’de 6l¢iildii. Bilinen en giiclii demir selatlayict olan
ve bu nedenle numunelerin selatlama performansin1 degerlendirebilmek amaciyla
kullanilan EDTA (0,2 mg.mL™), pozitif kontrol olarak kullanildi. Ayrica tampon
(potasyum fosfat), enzim (tripsin ve papain) ve protein numunelerinin de tek baslarina
dlgiimleri yapildi. Olgiimii yapilan her bir numuneden iki paralel hazirlanarak dl¢iim

yapildi.

2.3.2.3. Hidroksil Radikali Tutma Aktivitesi Testi

0,1 ml 10 mM FeSQOg4, 0,1 ml 10 mM EDTA, 0,5 ml 10 mM a-deoxyriboz, 0,9 ml
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7) ve 0,2 ml protein ya da peptit ¢ozeltileri
karigtirildi. Bu karisima 0,2 ml 10 mM H2O> eklenip numuneler 37 °C’de 1 saat
boyunca termomikserde inkiibe edildi. 1 saat sonra 1 ml % 2.8 TCA ve 1 ml % 1,0
TBA numune tiiplerine katilarak kaynayan bir su banyosunda 15 dakika boyunca
tutuldu. Numuneler oda sicaklifina inince 532 nm’de absorbans degerleri 0Ol¢iildii.

Ayni zamanda tampon ¢oOzeltinin ve enzimlerin tek baslarina Glgiimleri yapildi

(Candan vd., 2003).
2.4. Peptitlerin Fraksiyonlanmasi

Yapilan testlerde en yiiksek antioksidatif aktivitenin gozlendigi hidrolizat siirelerine
yakin sonuglarin genellikle 30 dakika hidroliz gergeklestirilen orneklerden elde
edilmesi sebebiyle fraksiyonlama isleminin 30 dakikalik tripsin ve papain

hidrolizatlarina uygulanmasina karar verilmistir.
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Corek otu protein hidrolizatlarinin ayrilmasi, dakikada 1 ml akis ile ¢alisacak sistemde
Iyon degisim kolonlar: arasindan anyon degisim kolon olan HiTrap 1 ml Capto DEAE
(zayif anyonik) kolonu kullanarak gerceklestirilmistir. Fraksiyonlanma isleminde
tuzsuz tampon olan A tamponu i¢in Tris-HCI (20 mM, pH 8) ve tuzlu tampon olan B
tamponu i¢in Tris-HCI (20 mM, pH 8) ve NaCl (1M) tamponlar1 kullanildi. Bununla
beraber 0-100 gradient 35 CV (column volume) ile c¢alisildi. Iyon degisim
kromatografisi yontemi ile UV ve iletkenlik dedektérleri kullanilarak otomatik
ornekleyici ile anyonik fraksiyonlar toplanirken katyonikler atik olarak toplandi

(Sheih, Fang ve Wu, 2009).

Papain ile 30 dakika hidroliz edilen ¢orek otu protein ekstraktlarinin daha giiclii sinyal
vermesi nedeniyle antioksidatif bir analiz olan DPPH tutma aktivitesi ve LC-Q-

TOF/MS analizlerinin bu fraksiyonlara uygulanmasina karar verilmistir.

2.4.1. Fraksiyonlanms Peptitlerin DPPH Tutma Aktivitesi Testi

Corek otu protein konsantrelerinin papain enzimi ile 30 dakika hidroliziyle elde
edilmis peptitlerin fraksiyonlanmast sonucu 4 ayr1 fraksiyon elde edilmistir. Oda
sicakligina getirilmis 0.1 ml fraksiyonlanmis peptit numuneleri (PA, PB, PC, PD), 0.1
ml DPPH c¢ozeltisi (5.3 mg DPPH/100 ml metanol) ile karistirildi. Ayrica yalnizca
tampon (potasyum fosfat), tampon ile DPPH, enzim ile DPPH ve protein ile DPPH
iceren numuneler de 6l¢iim i¢in hazirlandi. DPPH igeren tiim 6rnekler 6l¢ctimden 6nce
15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Ardindan 515 nm’de zamana bagli absorbans
Ol¢timii yapildi. Her bir 6rnek iki paralel olacak sekilde hazirland1 ve dl¢lim yapildi

(Villano vd., 2007).

2.4.2. Fraksiyonlanms Peptitlerin LC-Q-TOF/MS Analizi

Papain enzimi ile hidroliz edilmis 4 adet ¢orek otu protein konsantresi fraksiyonu, 10
mM DTT ile 55 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek hidrolizatlar rediikte edildi.
Hidrolizat karisimlar1 oda sicakliginda karanlik ortamda 20 mM lodoacetamide (IAA)
ile alkile edildi ve oOrnekler 30 kDa filtrelerden gegirildi. Ardindan hidrolizat
orneklerine peptit konsantrasyon tayini yapildi ve ornekler enjeksiyon basina 1 ug

olacak sekilde LC-Q-TOF/MS analizi i¢in viyallere alindi.

Analizlere baslamadan 6nce, analizlerin ger¢eklestirildigi Xevo G2-XS QTof (Waters)

cithazina 6zgii olan MassLynx programi araciligi ile dedektor ve kalibrasyon ayarlari
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gerceklestirildi. Metot SONAR ve sensitivite moduna getirilerek olusturulan triptik
peptitler, hidrofobikliklerine gore HSS T3 kolonunda asetonitril gradienti ile
fraksiyonlandi. Asetonitril % 5-35 araliginda arttirilarak peptitlerin kolondan ayrilmasi
sagland1 ve elektrospray iyonlagsmasi sonucu kiitle spektrometresinde analiz edildi.
Analiz esnasinda m/z 50-1950 araliginda tanimlanabilecek peptitler i¢in veri toplandi.
0.7 sn kadar MS analizi gerceklestirildi ve peptitin biitiinii hakkinda bilgi toplandi.
Ardindan 0.7 sn kadar MS/MS analizi yapilip peptitin par¢alanmasi ve sekans
bilgisinin elde edilmesi saglandi. ProteinLynx Global Server (PLGS 3.0) yazilimi
kullanarak peptit ve protein tanimlamalar1 yapildi. Protein tanimlamalar1 yapilirken

her bir 6rnek i¢in uygun protein databanklari kullanildi.

2.4.3. Fraksiyonlanms Peptitlerin In Silico Analizleri

Uygun tekniklerle dizilimleri belirlenen peptitlerin fizikokimyasal 6zellikleri ve
biyoaktif o6zelliklerinin degerlendirilmesi literatiirde bulunan in silico yontemler

kullanilarak yiiriitiilmiistiir.

Oncelikle peptitlerin izoelektrik noktas1 ve toksisite parametreleri Gupta vd. (2013)
caligmasina uygun olarak belirlenmistir. Peptit dizilimlerinin biyoaktif olma ihtimali,
biyoaktivite ¢cesidinden bagimsiz olarak Mooney vd. (2012) ¢aligmasina uygun olarak
hesap edilmistir ve PeptideRanker skoru olarak raporlanmistir. Aktif fraksiyonlarin
ilgili aktiviteyi spesifik olarak ortaya ¢ikarma potansiyeli ve ilgili inhibisyon

parametreleri Minkiewicz vd. (2008) ¢alismasina uygun olarak belirlenmistir.

Son olarak, biyoaktivitenin gozlendigi ve in silico bulgularla bu gozlemlerin
desteklendigi durumlarda, ilgili peptitlerin ve inhibe ettikleri enzimlerin arasindaki
etkilesimler Trabuco vd. (2012) tarafindan 6ngoriildiigli bicimde belirlenmis ve ilgili

cizimler hazirlanmistir.
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UCUNCU BOLUM
BULGULAR VE TARTISMA

Calismamiz kapsaminda soguk preslenmis ¢orek otu yan iiriinlerinden; protein
konsantreleri ve bu protein konsantrelerinin papain ve tripsin enzimleri kullanilarak
farkl siirelerde (0, 15, 30, 60, 90 ve 120 dakika) hidroliz edilmesiyle ¢orek otu protein
hidrolizatlar1 elde edilmistir. Ekibimizin 6nceki ¢alismalarinda yagi alinmig ¢orek otu
posalarindan alkali ekstraskiyon-izoelektrik ¢oktiirme yontemi ile elde edilmis protein
konsantrelerinin protein miktari1 Kjeldahl analizi ile % 54.7 & 0.5 olarak belirlenmistir
(Cakar ve Giuseren, 2019). Elde edilen konsantre ve hidrolizatlara ¢esitli anti-oksidatif
testler (DPPH inhibisyonu, demir selasyon aktivitesi ve hidroksil radikali tutma
aktivitesi) ve asetilkolinestreaz (AChE) inhibe edici anti-Alzheimer biyoaktif testi
uygulanarak protein konsantrelerinin ve hidrolizatlarin o6zellikleri arastirilmistir.
Papain ve tripsin enzimi olmak iizere iki ayr1 enzim kullanilarak farkl siirelerde bu
enzimlerin hidrolizi sonucu elde edilen hidrolizatlarin antioksidatif ve biyoaktif
ozellikleri belirlenmistir. Papain ve tripsin enzimleri ile farkli siirelerde

gerceklestirilen muamele sonucu elde edilen hidrolizatlara ait sonuglar Tablo 3.1°de

Ozetlenmistir.
Test Hidroliz Siiresi (dak.) Sonug¢ (%)
AChE o6nleyici aktivite 30 25.63£0.6
DPPH tutma aktivitesi 120 59.80£2.6
Demir selasyon aktivitesi 90 59.23+£5.5
Hidroksil radikali tutma aktivitesi 15 60.51+2.0

Tablo 3.1: Farkli siirelerde (15, 30, 60, 90 vel20 dak.) papain ve tripsin enzimleri ile
elde edilen hidrolizatlardan, antioksidatif testler ve Asetilkolinesteraz (AChE)

inhibisyon testinde elde edilen en yliksek sonuglar.

Yapilan testler sonucu en yliksek aktivitenin goriildiigii hidrolizat 6rnegi (papain
enzimi ile 30 dakika hidroliz edilmis ¢orek otu protein konsantresi) fraksiyonlanarak
dort ayr1 fraksiyon elde edilmistir (PA, PB, PC, PD). Elde edilen bu fraksiyonlara
tekrar DPPH tutma aktivitesi testi uygulanarak anti-oksidatif o6zelligi
degerlendirilmistir. Bununla beraber, LC MS/MS analizi ile fraksiyonlanmig dort adet
protein hidrolizatlarinin (PA, PB, PC ve PD) peptit yapilar1 aydinlatilmistir.
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Bu tez kapsaminda; bitkisel kaynakli ve yan {iriin niteliginde olan, yagi alinmis ¢orek
otu protein konsantrelerinin ve hidrolizatlarinin antioksidatif ve biyoaktif
Ozelliklerinin aydinlatilmas1 {izerine ¢alisilmistir. Ayni zamanda c¢orek otu
proteinlerinin yapisinda bulunan degerli bilesenlerin varliginin arastirilmasi, bitkisel
kaynakli antioksidatif ya da biyoaktif protein veya peptitlerin eldesinde bu atigin

degerlendirilmesine katki saglamak amaglanmistir.

3.1. Biyoaktivite Testleri

Elde edilen protein ve peptitlerin, anti-Alzheimer etkilerinin incelenebilmesi igin
yapilan asetilkolinesteraz (AChE) Onleyici aktivite testinin sonuglari asagida

tartisilmastir.

3.1.1. AChHE Onleyici Aktivite Testi
Asetilkolinestraz (AChE), bir norotransmitter olan asetilkolini (ACh) asetik asit ve
koline katalizleyen bir enzimdir (Koganci ve Aslim, 2016). Alzheimer hastaliginin
gozlendigi beyin dokularinin incelenmesi sonucu; AChE’nin etkinliginin arttigi ve
buna bagli olarak sinir iletimini saglayan AChE’nin miktar ve aktivasyonunun diistiigii
belirlenmigtir. Sinir iletiminin kesintiye ugramasi da bilissel eksiklik ve davranigsal
anormallikler ile karakterize norolojik bir hastalik olan Alzheimer hastalig1 (AH) ile
sonuglanmaktadir (Senol vd., 2010). Bu nedenle AChE'yi kolin ve asetik aside
hidrolizleyen kilit enzim olan asetilkolinesterazin (AChE) inhibisyonu, AH'ye kars1 en
yaygin kullanilan tedavi se¢eneklerinden biri haline gelmistir (Orhan, Orhan ve Sener,
2006). Karacigerden salgilanan ve bir diger kolinestreaz olan biitirilkolinestreaz
(BChE) biitirilkolini katalizlemektedir. Biitirilkolinestrazin da kolin bilesiklerinin
varligimi azaltmasindan dolayr Azheimer hastaligi ile iligkilendirilmektedir. Bu

nedenle BChE ile yapilan anti-Alzheimer ¢alismalar1 da bulunmaktadir (Beach, 2000).

AH’nin tedavisinde kullanilan Amerikan Ilag Dairesi), (“Food and Drug
Administration”, FDA) onayli asetilkolinesteraz inhibitdlerinden Rivastigmin
(Physostigma venenosum Balf.) ve Galantamin (Amaryllidaceae alkaloidi) bitkisel
kaynakli, Takrinin ve Donepezil ise sentetik kaynakli ilaglardir. Bunlarla beraber
zerdegaldan (Curcuma longa) elde edilen kurkuminin de Alzheimer hastaligini

onledigine dair yapilan klinik ¢alismalar devam etmektedir (Konak¢1 ve Aslim, 2016).
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Calismamizda ¢orek otu protein konsantreleri ve papain ve tripsin enzimleriyle farkli
stireler (15, 30, 60, 90 ve 120 dakika) boyunca muamele edilmis hidrolizatlarla ¢orek

otunun AChE 06nleyici aktivitesi arastirilmistir ve sonuglar Sekil 3.1°de verilmistir.

Oncelikle, ¢orek otu protein konsantrelerinin hidroliz edilmeden énce (t=0) AChE
Onleyici aktiviteleri (% 28.72 £ 1.78 ve % 16.03 £ 0.08) gosterdigi belirlenmistir.
Ozelikle papain ile hidrolize edilmis drneklerde hidrolize edilmemis drneklere gore
aktivitenin diistiigii, en yiiksek aktivitenin % 28.72 + 1.78 ile hidroliz edilmemis (t=0)
¢orek otu protein konsantresine ait oldugu goriilmektedir. Tripsin ile hidroliz edilmis
orneklerde, hidroliz edilmemis protein konsantrelerine gore inhibisyonun daha diisiik
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, 90. ve 120.dakikalarda sirasiyla % 23.68 +
0.66 ve % 19.62 + 4.66 oranlariyla protein konsantresine gore daha yiiksek oranda

inhibisyon degerleri elde edilmistir.
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Sekil 3.1: Papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz uygulanmamis (0. dakika) ve
uygulanmis (15, 30, 60, 90, 120. dakika) protein orneklerinin, hidroliz edilme

stirelerine gore gosterdikleri AChE oOnleyici aktiviteleri.

Enzim aktivitelerini kendi aralarinda kiyaslamak gerekirse; hidroliz edilmemis
konsantrelere gore papain hidrolizinin inhibisyonu diisiirmiis olmasina ragmen tripsin
ile hidroliz edilen 6rneklere gore daha yiiksek inhibe edici etki gosterdigi sdylenebilir.
Bu durumda papain ile elde edilen hidrolizatlarin daha fazla muhtemel anti-Alzheimer
etkisi gosteren hidrolizatlar oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bununla beraber hidroliz
islemi uygulamadan (t=0) en yiiksek inhibisyon aktivitesinin goriilmesi, ¢orek otu

proteininin in vitro olarak dogrudan anti-Alzheimer etkiye sahip oldugunu
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gostermektedir. Zaman ve enerji tasarrufu yoniinden incelendiginde de hidroliz islemi
olmadan istenen etkinin goriilebilmesi olduk¢a 6nemlidir. Buna ek olarak, mevcut
protein iiretim teknigi de endiistriyel kosullara adapte edilmeye uygundur. /n vitro
olarak, hidroliz islemi yapmaksizin ¢orek otu proteinlerinin biyoaktif etkiler gosterme

potansiyeli tasidigi anlagilmaktadir.

Gliniimiizde, Alzheimer hastaliginda kullanilan AChEi ilaglar kesin basari
saglayamadigindan bu hastaliga kars1 koruyucu ve tedavi edici potansiyele sahip yeni
AChE inhibitorlerinin arastirilmasina yonelik ¢aligmalarin olduk¢a 6nemli oldugu
belirtilmektedir (Konak¢1 ve Aslim, 2016). Bu nedenle soguk pres yag sanayinin bir
yan {iriinii olan ¢orek otu posasindan elde edilecek biyoaktif peptit ve proteinler 6nem
kazanmaktadir. Bu bilesenlerin gida, kozmetik ve eczacilik iirlinlerinde kullanim
potansiyeli, tiiketimi nispeten zor bir iiriin olan ¢érek otunun da kullanabilirligini

arttirmaktadir.

3.1.2. Antioksidatif Aktivite Testleri
Insan saghg acisindan, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin nlenmesi ve birgok
hastaligin goriilme sikligimin azaltilmasinda ¢esitli kaynaklardan elde edilen
antioksidanlar 6nemli bir rol oynamaktadir (Oroian ve Escriche, 2015). Bununla
beraber gida iirlinlerinde gerceklesen lipit oksidasyonunun inhibe edilmesinde protein
ve peptitlerin etkili oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Siit proteini, soya
proteini, bugday proteini, piring proteini ve misir proteini antioksidatif etkiler gosteren

cesitli kaynaklardandir (Singh, 2011).

Serbest radikallerin ¢ok c¢esitli olmasi ve ¢orek otu proteinlerinin bu serbest
radikallerden hangilerine karsi anti-oksidatif etki gosterme potansiyeline sahip
oldugunun belirlenmesi amaciyla birden fazla anti-oksidatif test uygulanmasi uygun

goriilmiistiir.

Corek otu protein ekstraktlarinin papain ve tripsin enzimleriyle farkl siireler boyunca
(0, 15, 30, 60, 90, 120 dakika) hidroliz edilmis 6rneklere uygulanan; DPPH, demir
selasyon aktivitesi ve hidroksil radikali tutma aktivitesi testleri sonuglari ile beraber

tartisilmastir.
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3.1.2.1. DPPH Tutma Aktivitesi Testi

DPPH radikali; antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitesini 6lgmek igin
kullanilan ilk sentetik radikaldir (Frankel ve Meyer, 2000). Etanol i¢indeki ¢ozeltisi
mor renkli olan DPPH radikali, antioksidan tarafindan indirgendik¢e rengi agilmaya
baslar. Antioksidan konsantrasyonu ve renk agilmasi arasinda dogrusal bir iliski olan
bu analizde reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometre kullanilarak absorbans dl¢limii ile
gerceklestirilmektedir (Frankel ve Meyer, 2000). Antioksidan aktivitesinin
bulunmadigr ortamlarda renk degisikligi olmadigi icin absorbans degerlerinde

degiskenlik gozlenmemektedir.

Singh (2011) tarafindan proteinlerin, protein hidrolizatlarinin ve fraksiyonlarinin
serbest radikalleri temizleme etkisinin 6l¢iildiigli yontemlerden biri olarak belirtilen
DPPH tutma aktivitesi testi, ¢calismamizda kullanilmistir. Bu ¢alismada; hidroliz
edilmemis protein ekstrakti ve farkl stireler (15, 30, 60, 90, 120 dak.) boyunca papain
ve tripsin enzimleriyle hidroliz edilmis konsantrelerin DPPH tutma aktivitesi testi ile

antioksidan kapasiteleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.2’de verilmistir.

Papain enzimi kullanilarak hidroliz edilmis c¢orek otu protein konsantrelerinde;
hidroliz edilmemis protein konsantresinin (0.dak.) DPPH radikalini inhibe etme
aktivitesi % 30.35 + 0.1 olarak bulunurken 15.dakika da bu aktivitede biraz azalma
gozlenmistir. 30. dakikada aktivite, 0. dakikaya gore artarken 60 ve 90. dakikalarda
30.dakikaya gore azalma goriilmiistiir. En yiiksek aktivite ise % 59.80 + 2.6 ile 120
dakika hidroliz edilmis konsantreden elde edilmistir. 30 dakika hidroliz edilmis
konsantrenin % 52.76 + 8 ile 120 dakika hidroliz edilmis konsantrenin aktivitesine
oldukca yakin oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara dayanarak papain enzimi ile
hidroliz sonucu; zaman ve enerjiden tasarruf etmek amaciyla 120 dakika yerine 30
dakika hidroliz ile ¢orek otu protein konsantresi hidrolizatlarindan en etkili sonuglarin

alinabilecegi sdylenebilir.

Tripsin enzimi kullanilarak hidroliz edilmemis protein konsantresinden (0.dak.) alinan
% 27.42 £ 9.7 sonucu Ve tripsin enzimi ile 15 dakika hidroliz edilmis konsantreden %
41.71 £ 0.4 sonucunun alinmasi, hidroliz isleminin DPPH radikali giderme etkisini
arttirdigin1 - gostermektedir. 15, 30, 60, 90 ve 120 dakika hidroliz edilmis
konsantrelerde sonuglarin birbirine yakin degerlerde oldugu goriilmektedir. DPPH

radikalini giderme aktivitesinin 60 dakika hidroliz edilmis protein konsantrelerinde %
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47.83 £ 2.7 ile en yiksek degerde oldugu belirlenmistir. Hidroliz siiresinin
60.dakikadan itibaren uzatilmasinin ise 90.dakikada % 39.99 + 2.5 ve 120. dakikada

% 4247 + 8.1 sonuglarinin elde edilmesiyle antioksidatif etkiyi diistirdiigiinii

gostermektedir.
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Sekil 3.2: Papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz uygulanmamig (0. dakika) ve
uygulanmis (15, 30, 60, 90, 120. dakika) protein orneklerinin, hidroliz edilme

stirelerine gore gosterdikleri DPPH inhibisyonu.

Her iki enzimi birbiri ile kiyaslamak gerekirse; 15 dakikalik bir hidroliz ile tripsin
enziminin en iyi sonucuna yaklasilirken, papain enziminde 15 dakikalik hidroliz
sonucu hidroliz edilmemis konsantreye gére bir miktar diisiis gozlenmistir. Papain
enziminde goriilen en yiiksek serbest radikal giderme degerine ise 30 dakikalik
hidroliz sonucu yaklasildigi goriilmiistiir. Papain enzimi ile hidrolizde siiresinin
uzatilmasiyla aktivitenin de artabilecegini fakat tripsin enziminde siirenin ¢ok kritik
bir gelismeyi ac¢iga ¢ikarmadigini sdylemek miimkiindiir. Her iki enzimin ayni siire
igindeki sonuglarinda benzerlik olmakla beraber 120. dakikada papain enziminin etkisi

% 59.80 £ 2.6 ile diger sonuglara gore daha yiiksektir.

Sentetik bir radikal olan DPPH radikali kullanilarak ¢orek otu protein konsantresi ve
farkl: siirelerde (15, 30, 60, 90 ve 120 dakika) papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz
edilmis konsantrelerden elde edilen sonuglara gore; ¢orek otu protein konsantrelerinin
ve hidroliz edilmis konsantrelerinin DPPH radikalini giderme aktivitesine sahip

oldugu goriilmiistiir.
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3.1.2.2. Demir Selasyon Aktivite Testi

Demir selasyon aktivitesi testi; gli¢lii bir demir baglayici reaktif olan ferrozin ve analiz
edilmek istenen 6rnegin (¢alismamizda ¢orek otu protein konsantreleri ve bunlarin
hidrolizatlar1) Fe?" iyonlarinin oldugu ortamda birlikte bulunarak, iyonlar1 baglama
yarisini gdstermektedir (Dinis, Madeira ve Almeida, 1994). Fe**/ferrrozin kompleksi
giiclii kirmiz1 renk vermektedir ve bu kompleksin olusmasi engellendik¢e kirmizi renk
olusumu azalmaktadir. Dolayisiyla analiz  spektrofotometrik  bir  Olglime
dayanmaktadir (Dinis, Madeira ve Almeida, 1994). Demir selatorlerinin hiicre i¢ine
girmesiyle serbest demiri baglayarak etkisizlestirmeleri, hidroksil radikalinin
olugmasini engelleme agisindan oldukca 6nemlidir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.3te

verilmistir.

Corek otu protein konsantrelerinin ve papain ve tripsin enzimleri kullanilarak farkli
stirelerde (15, 30, 60, 90, 120 dakika) elde edilen hidrolizatlarinin demir selatlama
aktivitesinin sonuglart Sekil 3.3’te verilmistir. Papain ile hidroliz edilmemis protein
konsantresinin (0. dakika) % 36.19 + 4.2 sonucu, farkli siirelerde (15, 30, 60, 90 ve
120 dakika) gergeklestirilen hidroliz sonucu elde edilen sonuglara gore daha diistiktiir.
Demir selasyon aktivitesi 15. ve 30. dakikalarda artis gosterirken 60. dakikada
30.dakikanin altina diigmiistiir. Papain hidrolizatlarinda, % 57.33 + 3.5 ile 30.dakikada
ve % 59.23 + 5.5 ile 90. dakikada en yiiksek degerler gozlenmistir. Hidrolizin
120.dakikaya kadar devam etmesi ise aktiviteyr % 48.63 £ 5.1‘e diislirmiistiir. Bu
sonuglara dayanarak hem en yiiksek aktivitenin goriilmesi hem de enerji ve zaman
tasarrufu dikkate alindiginda papain 6rneklerinde selatlama aktivitesi i¢in en uygun
hidrolizatlarin % 57.33 + 3.5 ile 30 dakikalik ¢orek otu protein hidrolizatlarindan elde
edildigi soylenebilir.

Tripsin ile hidroliz edilmemis ¢orek otu protein konsantresinden alinan % 42.27 + 5.6
sonucu, 15 ve 30 dakika siireli hidrolizin selasyon aktivitesini sirastyla % 14.93 £ 0.0
ve % 32.90 £ 8.7’ye diisiirdiiglinii gostermektedir. Hidroliz siiresinin artmasiyla;
60.dakikada % 54.91 + 1.5 ve 90. dakikada % 51.94 + 1.8 sonuglar1 elde edilmistir.
Bununla beraber hidroliz siiresinin daha fazla uzatilmasi (120 dakika) ise selatlama
aktivitesinin % 33.05 + 4.6 ile tekrar hidroliz edilmemis 6rnege gore daha diisiik sonug
vermesine neden olmustur. Tripsin enziminde en yiiksek aktivite % 54.91 + 1.5 ile 60.

dakikada elde edilmistir.
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Sekil 3.3: Papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz uygulanmamis (0. dakika) ve
uygulanmis (15, 30, 60, 90, 120. dakika) protein Orneklerinin, hidroliz edilme

stirelerine gore gosterdikleri demir selasyon aktiviteleri.

Corek otu protein konsantrelerinin enzimatik hidroliz muamelesinden 6nce de (t=0)
demir selasyon aktivitesi gosterdikleri goriilmektedir (Sekil 3.3). Bununla beraber
tripsin enzimi ile gergeklestirilen hidrolizin demir selasyonu tlizerinde ¢ok belirgin bir
etkiye yol actig1 goriilmemektedir. Papain ve tripsin enzimlerini kiyaslamak gerekirse;
protein papain ile hidroliz edilmesi, hidroliz edilmeyen konsantrelere gére aktiviteyi
arttirmistir. Tripsin ile kisa siireli (15 dakika) hidroliz sonucunda ise aktivite olduk¢a
diismiistiir. Corek otu protein konsantrelerinin demir selatlama potansiyeli olmakla
beraber; bu aktivitenin, nispeten daha kisa siirede ve enerjiden tasarruf saglayarak daha
etkin bicimde elde edilmesi i¢in papain enziminin tercih edilmesi daha anlamh

goriinmektedir.

Bilinen en giiclii demir selatlayicilardan biri oldugu i¢in ¢alismamizda pozitif kontrol
olarak EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) bilesigi kullanilmistir (Song vd., 2014).
EDTA ile gergeklestirilen demir selasyon aktivitesi testinde % 89.03 + 4.1 selasyon
aktivitesi elde edilmistir. Papain ile 30 dakikalik hidroliz sonucu elde edilen 6rnekte
% 57.33 £ 3.5 ve 60 dakikalik hidroliz sonucu elde edilen 6rnekte % 59.23 + 5.5
selasyon aktivitesi gozlenmistir. Tripsin ile 60 dakikalik hidroliz sonucunda ise %
5491 + 1.5 selasyon aktivitesi elde edilmistir. Hidroliz uygulanmamis ¢orek otu

protein konsantresinin ise % 42.27 + 5.6 oraninda selasyon aktivitesi bulgulanmstir.
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Bu sonugclar ¢orek otu protein ve hidrolizatlarinin demiri selatlama potansiyeline sahip

dogal birer kaynak olduklarin1 gostermektedir.

3.1.2.3. Hidroksil Radikali Tutma Aktivitesi Testi

Hidrojen peroksidin gecis metalleriyle indirgenmesi sonucu olusan (Fenton
reaksiyonu) hidroksil radikali (OH"), yiiksek reaktivitesine (9-10 sn) bagl olarak en
fazla toksisiteye sahip olan serbest radikaldir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Organik
asitler, amino asitler, fosfolipitler ve niikleik asitler gibi bir¢ok biyokimyasal madde
ile reaksiyona girebilmektedir. Oldukga reaktif olmasi ve yarilanma dmriiniin kisaligi
nedeniyle bulundugu yerde biiylik hasarlar yaratabilmekte ve yeni radikallerin

olusumuna sebebiyet verebilmektedir (Becker, Nissen ve Skibsted, 2004).

Hidroksil radikali tutma aktivitesi testinde hidroksil radikali in vitro kosullarda, Fe?*
ve H202’nin reaksiyonu sonucu fliretilerek test edilen numunenin hidroksil radikalini
tutma aktivitesi Ol¢iilmektedir. Antioksidan aktivite gosteren numune ayni1 zamanda
Fe?* iyonunu selatlama etkisi de gostererek dolayli olarak hidroksil radikali olusumunu
engelleyebilmektedir. Bu nedenle test edilen numunenin i1yi bir selasyon ya da
hidroksil radikali tutma etkisi tam olarak birbirinden ayirt edilememektedir (Becker,
Nissen ve Skibsted, 2004).

Calismamizda ¢orek otu protein ve papin ve tripsin enzimleriyle muamelesinde farkli
stireler boyunca (15, 30, 60, 90 ve 120 dakika) hidroliz edilmis 6rneklerin hidroksil

radikalini tutma aktiviteleri olgililerek sonuglar Sekil 3.4’te verilmistir.

Hidroliz edilmemis ¢orek otu protein konsantresinin (t=0) % 61.12 £ 1.5 oraninda
hidroksil radikali tutma aktivitesi gézlenmistir. Papain ile gerceklestirilen hidroliz
sonucu elde edilen konsantrelerde 90. dakikadan once hidroksil radikali tutma
aktivitesinde diisiis yasandigi, 90. ve 120.dakikalarda ise diger siirelere gore artis
yasandig1 goriilmektedir. Hidrolizatlar arasinda en yiiksek aktivitenin % 60.51 + 2 ile
15. dakikada elde edilen hidrolizattan alindig1 bulgulanmistir. Bununla beraber papain
ile hidroliz edilmemis protein konsantresinin tiim hidrolizatlardan daha yiiksek

aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Tripsin enzimi ile hidroliz edilmemis protein konsantresinin hidroksil radikali tutma
aktivitesi % 58.35 £ 0.6 orani ile hidrolizatlarin aktivitelerinden daha yiiksek sonug

vermistir. Tripsin enzimi hidrolizatlarinin hidroksil radikali tutma aktivitelerinin
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birbirine yakin degerlerde oldugunu sdylemek miimkiindiir. Tripsin enzimi
kullanilarak elde edilen hidrolizatlarda en yiiksek aktivite % 57.32 4+ 0.3 sonucu ile 30
dakika hidroliz edilmis konsantrede goriilmiistiir. En diisiik aktivite ise % 53.80 + 0.6
ile 15 dakika hidroliz edilmis protein konsantresinden elde edilmistir. Bununla beraber
tripsin enzimi ile gerceklestirilen hidrolizatlarda da aktivitenin, hidroliz edilmemis

protein konsantrelerine gore diismiis oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.4: Papain ve tripsin enzimleriyle hidroliz uygulanmamis (0. dakika) ve
uygulanmis (15, 30, 60, 90, 120. dakika) protein Orneklerinin, hidroliz edilme

stirelerine gore gosterdikleri hidroksil radikali tutma aktiviteleri.

Papain ve tripsin enzimleri kullanilarak farkli siirelerde hidroliz edilmis 6rneklerin
hidroksil radikali giderme aktiviteleri birbirleri ile benzer sonuglar vermistir. Bununla
beraber her iki enzim de aktiviteyi diisiirmiistiir. Corek otu protein ekstraktindan,
hidroliz 6rneklerine gore daha yiiksek aktivite degerleri alinmasi hidroliz olmaksizin
corek otu proteinlerinin hidroksil radikali giderme aktivitesini gostermektedir. Bu
sonuglara dayanarak; enzimatik hidroliz gergeklestirmeksizin zaman ve enerji
tasarrufu saglayarak ¢orek otu proteinlerinin oldukga reaktif olan hidroksil radikalini

giderme potansiyelinin degerlendirilebilecegi sdylenebilir.

Antioksidatif 6zelliklerinin arastirilmasi amactyla DPPH inhibisyonu, demir selasyon
aktivitesi ve hidroksil radikali tutma aktivitesi testleri uygulanan ¢orek otu protein
konsantreleri ve farkli siirelerde (15, 30, 60, 90 ve 120) papain ve tripsin ile

gerceklestirilen hidroliz sonucu elde edilen hidrolizatlarinin antioksidatif aktiviteleri
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degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda tiim testlerde hem ¢orek otu
protein konsantrelerinin hem de hidrolizatlarinin antioksidatif aktiviteye sahip
olduklar1 goriilmiistiir. DPPH testinde en yiiksek aktivite % 59.80 + 2.6 orani ile 120
dakikalik papain hidrolizatina aitken; demir selasyon testinde en yliksek aktivite %
59.23 £ 5.5 ile 90 dakikalik papain hidrolizatina; hidroksil radikali tutma aktivitesi
testinde en yiiksek aktivite ise hidroliz edilmemis protein konsantresinden (% 61.12 +

1.48) sonra % 60.51 = 2.02 orani ile 15 dakikalik papain hidrolizatina aittir.

Yapilan tiim anti-oksidatif aktivite testlerini degerlendirmek gerekirse en yiiksek anti-
oksidatif aktivite % 61.12 + 1.48 orani ile hidroliz edilmemis ¢orek otu protein
konsantresinin hidroksil radikali tutma aktivitesine aittir. Papain enziminin tiim
testlerde en yiiksek aktivitesine 30 dakikalik hidroliz sonucu elde edilen hidrolizatlar
ile yaklastigini ve bu nedenle bu siirede elde edilen hidrolizatlarin fraksiyonlanmasina
karar verildigini sdylemek miimkiindiir. Fraksiyonlama ile daha yiiksek oranda anti-
oksidatif etki gosterecek hidrolizatlarin elde edilmesi ve bu hidrolizatlarin LC-Q-
TOF/MS analizi ile peptit yapilarinin detaylandirilmasi amaclanmistir. Yapilan tiim
bu caligmalarla, anti-oksidatif etki goriilen ¢6rek otu protein konsantrelerinde

biyoaktif peptit varlig1 arastirilmaktadir.

3.2. Peptitlerin Fraksiyonlanmasi

Corek otu protein konsantreleri ve farkli siirelerde papain ve tripsin enzimleri
kullanilarak elde edilen hidrolizatlarla yapilan analizler sonucunda; anti-oksidatif ve
anti-Alzheimer testlerinde maksimum aktivitelere yakin sonuglar alindigi i¢in 30

dakikalik papain ve tripsin hidrolizatlarinin fraksiyonlanmasi uygun goériilmiistiir.

Papain hidrolizatlar1 i¢in 0-100 LG (lineer gradient) sabit olmak iizere 0.6 M NaCl tuz
konsantrasyonu, HiTrap 1 ml Capto DEAE 25 CV (column volume); 1 M NaCl tuz
konsatrasyonu, HiTrap 1 ml Capto DEAE 25 CV; 1 M NaCl tuz konsantrasyonu,
HiTrap 1 ml DEAE FF (zayif anyonik) 25 ve 35 CV; 1 M NaCl tuz konsantrasyonu,
HiTrap 1 ml Capto Q (giigli anyonik) 20, 25, 35 ve 40 CV; 1 M NaCl tuz
konsantrasyonu, HiTrap 1 ml Capto S (katyonik) 20 ve 35 CV; 1 M NaCl tuz
konsantrasyonu, HiTrap 1 ml Butyl FF (zayif katyonik) 20 CV parametreleri ile

fraksiyonlama denemeleri yapilmistir.

Tripsin hidrolizatlar1 i¢in 0-100 LG (lineer gradient) sabit olmak tizere 0.5 M NaCl tuz
konsatrasyonu, HiTrap 1 ml Capto DEAE 25 ve 40 CV; 1 M NaCl tuz konsantrasyonu,
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HiTrap 1 ml Capto DEAE 20 ve 30 CV; 1 M NaCl tuz konsatrasyonu, HiTrap 1 ml
DEAE FF 25 ve 35 CV; 1 M NaCl tuz konsatrasyonu, HiTrap 1 ml Capto Q 20 ve 35
CV; 1 M NaCl tuz konsatrasyonu, HiTrap 1 ml Capto S 20 ve 35 CV parametreleri ile

fraksiyonlama denemeleri yapilmistir.

Farkli parametrelerle gergeklestirilen fraksiyonlama denemeleri sonucunda en giiglii
peptit sinyalleri; anyon degisim kolonu olan HiTrap 1 ml Capto DEAE (zayif anyonik)
kolonu, 1 M tuz konsantrasyonu ve 0-100 LG 35 CV parametreleri ile papain
hidrolizatlarindan elde edilmistir. PA, PB, PC ve PD olmak iizere 4 adet fraksiyon

toplanmistir. Papain fraksiyonuna ait kromatogram Sekil 3.5’te verilmistir.

PA PE PC PD

—

Sekil 3.5: Papain ile 30 dakika hidroliz edilmis ¢orek otu protein ekstraktlarinin
HiTrap 1 ml Capto DEAE (zayif anyonik) kolon ve 35 CV ile fraksiyonlanma ve elde
edilen 4 (PA, PB, PC ve PD) fraksiyonun kromatogramau.

30 dakika papain enzimi hidroliz ile optimum sonuglar alinmasi nedeniyle daha kisa
sirede, daha az enerji tiiketilerek elde edilebilecek biyoaktif peptitlerin

fraksiyonlanarak arastirilmasi hedeflenmistir.

Fraksiyonlarin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaciyla DPPH analizinin

yapilmasina karar verilmistir.

3.2.1. Fraksiyonlanms Peptitlerin DPPH Analizi

Corek otu protein konsantresinin papain enzimi ile 30 dakika hidroliz edilmesi sonucu

4 adet fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlar PA, PB, PC ve PD olarak
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adlandirilmigtir. Her bir fraksiyonun konsantrasyonu iki katina ¢ikarilarak DPPH testi
tekrarlanmistir. Hacimsel olarak Iki katina ¢ikarilan fraksiyonlar; PA igin 2PA, PB i¢in
2PB, PC i¢in 2PC ve PD i¢in 2PD olarak adlandirilmistir. Hidroliz edilmemis protein
konsantresi ise P olarak adlandirilmistir. Fraksiyonlanmis ¢Orek otu protein
hidrolizatlarinin ve protein konsantresinin DPPH testi sonuglar1 Sekil 3.6°da

verilmigtir.

Fraksiyonlanmis 4 adet ¢corek otu protein konsantresi hidrolizalarina (PA, PB, PC ve
PD) uygulanan DPPH testi sonucunda, fraksiyonlanmamis hidrolizatlarin DPPH testi
sonuclarina (Bkz. Sekil 3.2) gore sirastyla % 5.55, % 4,16, % 1.92 ve % 1.71 olmak
lizere oldukca diisiik aktiviteler elde edilmistir. DPPH radikaline kars:1 diisiik anti-
oksidatif etki elde edilmesi, peptit fraksiyonlar1 igerisinde birgok bilesen olmasi
nedeniyle (tampon ¢dzeltiler, tuz vb.) etken madde olan ¢orek otu protein fraksiyonu

konsantrasyonunun ¢ok diigiik kalmasiyla ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir.

il

P PC PD 2PA 2PB 2PC 2PD
Ornekler

(o2}
o

a1
o

SN
o

w
o

N
o

[EEN
o

% DPPH Inhbisyon Aktivitesi

o

Sekil 3.6: Corek otu protein konsantresinin (P), papain enzimi ile 30 dakikalik
hidrolizi sonrasi fraksiyonlanmis protein hidrolizatlarin (PA, PB, PC ve PD) ve bu
hidrolizat konsantrasyonlarinin hacmen iki katina ¢ikarilmis (2PA, 2PB, 2PC VE 2PD)

orneklerinin DPPH inhibisyon aktiviteleri (Standart sapma < % 5).

Peptit konsantrasyonunun ortamda c¢ok diisiik kalmis olabilecegi fikrine dayanarak
DPPH testi, analizde kullanilan fraksiyon konsantrasyonu iki katina g¢ikarilarak
tekrarlanmistir. Yapilan bu degisiklik sonucunda fraksiyonlarin DPPH radikaline kars1
gosterdikleri anti-oksidatif etki sirasiyla % 51.16, % 43.41, % 43.90 ve % 55.08 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.6). Bu sonuglara gore PA, PB, PC ve PD fraksiyonlarinin,
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hidrolizatlar toplanirken fraksiyon cihazindan gelen tampon, tuz vb. etkenler nedeniyle
test ortaminda diisiik kaldig1 ve bu nedenle diislik antioksidatif aktivite gosterdiklerini

s0ylemek miimkiindiir.

Protein ve peptitlerin fraksiyonlanmasi igslemi olduk¢a uzun siiren ve maliyetli bir
uygulamadir. Bu nedenle; fraksiyonlanmig ¢orek otu protein hidrolizatlarinin, enzim
ile hidrolize edilmemis ve fraksiyonlanmamis ¢orek otu protein konsantresi ile
kiyaslanmas1 uygun goriilmiistiir. Corek otu protein konsantresi ile yapilan DPPH testi
sonucu % 56.43 orani ile fraksiyonlarin konsantrelerinin iki katina g¢ikarilmadan
yapilan analiz  sonuglarina gore oldukca yiiksek cikmistir.  Fraksiyon
konsantrasyonlarmin iki katina ¢ikarilmasiyla ise konsantrasyonu artirilmig
fraksiyonlarin DPPH testi sonuglar1 birbirine yakin degerlerde (% 51.16, % 43.41, %
43.90 ve % 55.08) elde edilmistir. Buradaki kritik nokta ise antioksidatif etkiyi
gosteren etken maddenin konsantrasyonu ve her bir etken maddenin bagil etkinligidir.
Fraksiyonlanmis 6rneklerin konsantrasyonlarinin artirilmasiyla aktivitenin de artmasi
antioksidatif etki gosterecek peptitlerin varligina isaret etmektedir. Bununla beraber,
enzimatik islem ya da fraksiyonlama islemi olmaksizin ¢b6rek otu protein

konsantrelerinin antioksidan etki gosterecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

3.3. LC-Q-TOF/MS Analizi

Onceki béliimlerde (tripsin ve papain muameleleri) tarif edildigi iizere anti-
asetilkolinesteraz aktivitesi ve antioksidatif aktivite gosteren fraksiyonlar toplanarak
uygun LC-Q-TOF/MS analiz teknikleriyle incelenmistir. Bu baglamda elde edilen bazi
ornek spektrumlar asagida sunulmaktadir (Sekil 3.7-3.9). Ozellikle papain
muamelelerinde antioksidatif fraksiyonlarin basarili bulundugu g6z dniine alinarak bu

fraksiyonlar LC-Q-TOF/MS analizlerine tabi tutulmustur.

Grubumuzun elinde su anda bu aktif fraksiyonlarda bulunmus 16 farkli peptit

spektrumu vardir. Dolayisiyla sadece 6rnek birka¢ sunum yapilacaktir.
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Sekil 3.7: PA fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada 6rnek olarak
sunulmaktadir. Spektrum NELLFAEIEYMQK peptidinin iyonizasyonuna karsilik
gelmektedir.
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Sekil 3.8: PB fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada 6rnek olarak
sunulmaktadir. Spektrum IDWKETPEAHVFK peptitinin iyonizasyonuna karsilik
gelmektedir.
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400

Precursor mass 814,49976, charge 1.55

Sekil 3.9: PC fraksiyonuna ait MS spektrumlarindan biri, burada 6rnek olarak

sunulmaktadir. Spektrum ALIEQIK peptidinin iyonizasyonuna karsilik gelmektedir.
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Grubumuzun elinde su anda bu aktif fraksiyonlarda bulunmus 16 farkli peptit
spektrumu vardir. Ozetle, c¢alisigimiz proteinlerden elde edilen enzimatik
hidrolizatlarin fraksiyonlarini aldiktan sonra peptit yapilarini aydinlatmak i¢in LC-Q-
TOF-MS sisteminde analizler tamamlanmistir. Analiz edilen peptit molekiillerini
Uniprot, PLGS, vb. data bankalarindaki proteinlerle eslestirerek peptit molekiillerinin
yapilar1 aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Ancak bazi peptit molekiillerinin yapilari bu yolla
belirlenememistir. Bu durum yeni protein varligima ya da daha once bu data
bankalarina islenmemis ¢orek otu proteinlerine isaret etmektedir. Dolayisiyla, de
novo sekanslama yapilmasi gerekmektedir. Bu durum ekstra bir maliyet ve i ytki
olusturmaktadir. Dolayisiyla bu asamada bu islemlerin tamamlanmasi olanagi

bulunmamaktadir.

3.4. In Silico Analizler

LC-Q-TOF/MS Analizi sonucunda ilgili veri tabanlar1 ile karsilastirmalar yapilarak
numunelerde bulunan peptitlerin dizilimleri (sekanslar1), molekiiler agirliklar1 ve
muhtemel olarak hangi ¢6rek otu proteininden koptuklar1 belirlenmistir (Tablo 3.1-
3.7). Buna ek olarak, literatiirde tarif edilen bir dizi in silico analiz teknigi kullanilarak
peptitlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin ve biyoaktif karakteristiklerinin belirlenmesi

islemleri tamamlanmistir (Tablo 3.1-3.7).

Tablo 3.1-3.7 iizerinden incelenebilecegi gibi peptitlerin hicbirinde toksik etkiler
ortaya ¢ikmasi beklenmemektedir.

Sayica az da olsalar fraksiyonlarda bazik peptitler bulunmustur. Bu peptitlerin
bazilarinin antimikrobiyal etkiler de dahil olmak iizere daha sonra incelenecek bazi

yenilik¢i 6zelliklerinin olmasi beklenebilir.

Genel olarak, veri tabani analizlerinin sonuglarindan da anlasilabilecegi gibi, bu
peptitlerle ilgili bir literatiir bulunmamaktadir. Buna ek olarak, su asamada elde edilen
bazi1 sinyaller veri tabanlarinda olan proteinlerle eslesmemistir. Dolayisiyla
bulgularimizin bir kismi yeni protein ve peptit {irlinlerine isaret etmektedir.
Grubumuzun bu baglamda patent bagvurusu ©n hazirhgr halihazirda devam
etmektedir. Bu konu ile ilgili verilerin degerlendirilmesi ¢calismalart da benzer sekilde
siirdiiriilmektedir. Anti-oksidatif fraksiyonlardan analizi tamamlanmis 16 farkli peptit
bulunmaktadir. Bu peptitlerle ilgili degerlendirmeler asagidaki tablolarda
Ozetlenmistir (Tablo 3.1-3.7).
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Tablo 3.2: LC-Q-TOF/MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi
ile elde edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PA fraksiyonunun fizikokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesi.

Fraksiyon PA

Pentit Molekiiler
Np Sekans Agirhk Protein Kaynag pl
0
(9/mol)
ASADTSNTGSVSE- AGAMOUS1-like protein
1 2820,27 . 4.68
ANAQYYQQEAGKLK [Nigella damascena] .
AGAMOUS1-like protein
2 GRLYEYSNNSVK 1429,71 [Nigella damascenal 8.83
AGAMOUS1-like protein
3 NELLFAEIEYMQK 1643,796 [Nigella damascenal 4.26
AGAMOUS1-like protein
4 NELLFAEIEYMQKR 1783,891 [Nigella damascenal 4.79
AGAMOUS1-like protein
5 NFLQVNLLEANNNYSR  1910,915 [Nigella damascenal 6.35
AGAMOUS1-like protein
6 Q=K 7 & [Nigella damascena] 8.57
TQQHMSLMPTN- AGAMOUS1-like protein
! EYEVISSAPFDSR F768.248 [Nigella damascena] 4.66

Tablo 3.3: LC-Q-TOF/MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi
ile elde edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PA fraksiyonunun biyoaktif

karakteristiklerinin belirlenmesi.

Peptit y Peptide g A B
No Toksisite Ranker Aktivite Parametresi  Parametresi

1  toksik degil 0,5632 antioksidatif 0.1111 -
2 toksik degil  0,168664 antioksidatif 0.1667 -
3  toksikdegil  0,222255 antioksidatif 0.0769 -

4 toksik degil 0,2752 antioksidatif 0.0714 -

o ACE 0.0032733-
5 toksikdegil 0206773 . il 0.2500 199227497

6  toksik degil 0,34829 antioksidatif 0.1667 -

L ACE 0.015794-
7 toksikdegil 0120065 i 0.2500 466320564

PA fraksiyonunda biyoaktif olma ihtimali (PeptideRanker degeri) > % 50 olan bir peptit
bulunmustur (ASADTSNTGSVSEANAQYYQQEAGKLK).
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In silico degerlendirmelerde, antioksidatif peptitler ile ilgili olarak oncelikle anti-oksidatif

parametreler siralanmistir. Bu parametrelerin hesaplanamadigi durumlarda ACE inhibisyon

parametreleri listeye eklenmistir.

Tablo 3.4: LC-Q-TOF/MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi

ile elde edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PB fraksiyonunun fizikokimyasal

ozelliklerinin belirlenmesi.

Fraksiyon PB

Pentit Molekiiler
Np Sekans Agirhk Protein Kaynagi pl
0
(9/mol)
1 ENLPTK 701,3828 hypothetical pro_teln_AQUCO_O5500003v1 6.6
[Aquilegia coerulea]
ENLPTK- hypothetical protein AQUCO_05500003v1
2 DQISPYFR 170780 [Aquilegia coerulea] 6,65
IDWKET- hypothetical protein AQUCO_03000169v1
3 PEAHVFK B 808 [Aquilegia coerulea] 5,26
LAICQVVG- hypothetical protein AQUCO_00300193v1
4 DDLLMSNPK 18485550 [Aquilegia coerulea] 3,94
LPENA- hypothetical protein AQUCO_03000169v1
> KVDEVK 1241,688 [Aquilegia coerulea] 4,57
PICESLNILE- hypothetical protein AQUCO_05500003v1
6 YIDEIWPHNR 26221 [Aquilegia coerulea] 4,28
7 SIEISG 605,3133 hypothetical pro_tem_AQUCO_03000169v1 3,64
[Aquilegia coerulea]
3 YDLDEK 800.3825 hypothetical protein AQUCO_00300193v1 3.04

[Aquilegia coerulea]

Tablo 3.5: LC-Q-TOF/MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi

ile elde edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PB fraksiyonunun biyoaktif

karakteristiklerinin belirlenmesi.

Peptit . Peptide L A B
No Toksisite Ranker Aktivite Parametresi Parametresi
) .. ACE
1 toksik degil ~ 0,5632 inhibitsr 0.134613 -
2 toksik degil 0,168664 antioksidatif ~ 0.230629 -
3 toksik degil 0,222255 antioksidatif ~ 0.303865 -
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4 toksik degil 0,222255

5 toksik degil  0,2752

6 toksik degil 0,206773 antioksidatif

7 toksik degil  0,34829

8 toksik degil 0,120965

ACE
inhibitdr

0.349182

ACE
inhibitor

0.0855059

0.521679

ACE
inhibitor

ACE
inhibitor

0.120602

0.557286

0.017499-
924998687

0.006993-
006993007

1.9607843-
137255E-5

0.0004590-
1037363444

PB fraksiyonunda biyoaktif olma ihtimali (PeptideRanker degeri) > %50 olan 2 peptit
bulunmustur (PICESLNILEYIDEIWPHNR ve YDLDFK).

Tablo 3.6: LC-Q-TOF/MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi

ile elde edilmis aktif ¢orek otu peptitlerine ait PC fraksiyonunun fizikokimyasal

ozelliklerinin belirlenmesi.

Fraksiyon PC

Peptit Molekiiler
P Sekans Agirhk Protein Kaynagi pl
No
(9/mol)
ﬁlgllz_lll_' ,I:[L)?:/[C): RNA polimeraz beta
1 3994,926 (kloroplast) 4,8
GDQMAVHI- [Nigella damascena]
PLSLEAQAEAR g
RNA polimeraz beta
ELGEEGP-
2 ADNEWEDR 1745717 _ (kloroplast) 3,72
[Nigella damascena]
RNA polimeraz beta
3  GLFEYEIQSWK 1399,6711 (Kloroplast) 4,54
[Nigella damascena]
PTPGEL- RNA polimeraz beta
4 VMCQEK 1388,6486 (kloroplast) 4,54
[Nigella damascena]
RNA polimeraz beta
5 RVDYSGR 852,4402 91

(kloroplast)
[Nigella damascena]
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Tablo 3.7: LC-Q-TOF/MS analizi ve in silico analizler sonucunda papain muamelesi
ile elde edilmis aktif c¢orek otu peptitlerine ait PC fraksiyonunun biyoaktif

karakteristiklerinin belirlenmesi.

Fraksiyon PC

Peptit . Peptide L A B
No Toksisite Ranker Aktivite Parametresi Parametresi
1 toksik ) 040503 antioksidatif  0.0556 i
degil
2 toksik ) 919454 antioksidatif ~ 0.0667 ]
degil
3 toksik ) 379953 ACE 04545  0.034362245010862
degil inhibitor
4 toksik ) 918156 antioksidatif ~ 0.0833 ;
degil
g toksik 401604 | ACE 04286  0.0014900210084034
degil inhibitor

PC fraksiyonunda biyoaktif olma ihtimali (PeptideRanker degeri) > %50 olan hicbir peptit

bulunamamugtir.

Bu degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin iginde hem aktif, hem de aktif
olmayan peptitlerin bulundugu anlasilmistir. Mooney vd. (2012) referansina gore
(PeptideRanker) peptitlerin muhtemel biyoaktiviteleri siralanmistir. Bunun yaninda,
Minkiewicz vd. (2008) referansina gore, peptitlerin (eger varsa) antioksidatif
inhibisyon potansiyelleri incelenmistir. Bu baglamda hem in vitro antioksidatif
aktivitesi bulgulanan, hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce dogrulanan 1 6rnek
peptidin asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon mekanizmasi incelenmistir (Trabuco
vd. 2012 — PepSite2). Bu baglamda asagidaki Sekil 3.10 ve Tablo 3.7°de s6z konusu
inhibitdr peptitlerin AChEile etkilesim mekanizmasi incelenmis ve bu inhibitdrlerin

AChE’nin hangi amino asitleri ile etkilesebilecegi 6zetlenmistir.

In vitro antioksidatif analizler ve AChE analizleri ayn1 fraksiyonlarla yiiriitiildigii igin

burada gozlenen en etkin peptitlerden biri ile AChE etkilesimleri de incelenmistir.
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Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value).

rank p-value N

Each row from the table above is colored according to statistical significance (p-value)
following the color scale below (red = highly significant; yellow = moderately significant;
white = not significant).

Sekil 3.10: PB fraksiyonu peptitleri arasinda Peptide Ranker degeri en yiiksek olan
YDLDFK peptidinin AChE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Solda enzim ve
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inhibitor birlikte gosterilirken, sagdaki goriintiide etkilesim odakli % 200 biiyiitme

(“zoom”) uygulanmistir. En muhtemel model (Model 1) kullanilmastir.

Tablo 3.8: YDLDFK peptidinin AChE ile etkilesiminin gergeklestigi baslica amino

asitlerin listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanilmustir.

Sekans  Aktif Amino Asitler p-Degeri AChE iizerinde Baglanilan Amino Asitler

Tyr72, Asp74, Gly82, Trp86,
0.0005206 Tyrl24, Trp286, Phe297, Tyr337,
Phe338, Tyr341, Tyr439, Met443

Tyr-1 Leu-3 Asp-4

YDLDFK Phe-5 Lys-6

Dolayisiyla en muhtemel modele gore 6 amino asitten olusan YDLDFK peptidi, AChE
tizerinde 12 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep
olabilmektedir. Modelin etkinligini gostermek icin AChE’nin toplamda 614 amino asit

uzunlugunda oldugu da belirtilmelidir.
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DORDUNCU BOLUM

SONUCLAR VE ONERILER

Serbest radikal tiirlerin fazla miktarda olusmasi oksidatif strese neden olmaktadir
(Soholm, 1998). Yapilan arastirmalar oksidatif stresin diyabet, kanser, sizofreni,
Alzheimer gibi bir¢ok hastaligin patolojisi ile iliskili oldugunu gdstermektedir
(Chakrabarti, Jahandideh ve Wu, 2014). Serbest radikallerin hiicresel yaslanma ve
noral hasara yol agtig1 bildirilmistir (Sastre, Pallardo ve Vina, 2000). Demir iyonunun
yasin artmastyla beraber beyinde ve norodejeneratif hastaliklardan etkilenen beyin
alanlarinda biriktigi belirlenmistir. Bu nedenle Alzheimer hastaligina karsi
kullanilacak herhangi bir ajanin AChE inhibitor etkisiyle beraber antioksidatif
etkisinin de olmasi1 oldukga avantajlidir (Senol vd., 2010).

Biyoaktif peptitlerin, gesitli hastaliklarin olusmasini onleme ve tedavi etmedeki
potansiyellerini ve etki mekanizmalarini arastiran bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(Cicero, Fogacci ve Colletti, 2017; Hartmann ve Meisel, 2007). Yapilan gesitli
caligmalarda elde edilen aktiviteler ile aktiviteyi gosteren peptidin kimyasal yapisi
arasinda dogrudan iliski kurulamamistir. Bununla beraber biyoaktivitenin; peptit
zincirinin uzunlugu, peptidi olusturan amino asitlerin ytik ve polariteleri ve amino asit

dizini gibi 6zelliklerle ilgili oldugu belirtilmektedir (Li ve Yu, 2015).

Molekiiler agirligi daha diisiik olan peptitlerin biyoaktivitelerinin daha yiiksek
oldugunu gdsteren birgok calisma bulunmaktadir. Ornegin; papain enzimi ile ¢oziiniir
ve ¢oziinmez balik proteinlerinde gerceklestirilen hidroliz sonucu, 5 kDa’dan kiigiik
fraksiyonlarin fonksiyonel gidalarda kullanimlarinin uygun oldugu belirtilmistir
(Salampessy vd., 2017). L. helveticus ve Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmalar1 kullanilarak fermente edilmis siitten izole edilen Ile-Pro-Pro ve
Val-Pro-Pro peptitlerinde, ACE enzimini inhibe etme ve uzun siireli kullanim sonucu
sicanlarda hipertansif etki sagladigi gozlenmistir (Moller vd., 2008). Bir diger
calismada, yumurta proteinlerinin hidroliz edilmesi sonucu lle-Arg-Trp, lle-GIn-Trp
ve Leu-Lys-Pro olmak iizere ti¢ adet in vitro ACE inhibe edici hidrolizat elde edilmistir
(Majumder vd., 2015). Bu sonuglar biyoaktif peptitlerin genellikle diisiikk molekiiler

agirligina sahip oldugunu gostermektedir.
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Tripsin enzimi ile hidroliz igleminin ardindan daridan izole edilen peptitlerin
antioksidatif potansiyelleri DPPH, ABTS, Hidroksil radikali tutma aktivitesi gibi farkli
testlerle degerlendirilmistir ve yiiksek antioksidan aktivite belirlenmistir (Agrawal,
Joshi ve Gupta, 2016). Papain ve alkalin proteaz enzimleriyle hidroliz edilen Spirulina
platensis'ten, Escherichia coli (minimum 8 mg/mL) ve Staphylococcus aureus
(minimum 16 mg/mL) i¢in inhibe edici 6zellikte olan antibakteriyel peptit elde edildigi
belirtilmistir (Yiicetepe ve Ozgelik, 2016).

Antioksidanlarin  gida endiistrisinde; gidalarin  depolanmasi ve korunmasi
asamalarinda olduk¢a 6nemli olduklari bilinmektedir (Finley ve Given, 1986). Yag
icerigine sahip gidalarin depolanma asamasinda goriilebilen yag acilasmasi; gidanin
renk, tat, aroma ve yap1 Ozelliklerini bozarak besin kalitesinin diismesine sebep
olmaktadir. Gida {irlinlerinin kalitesini bozarak raf Omriiniin kisaltan ve yag
acilasmasina neden olan lipid oksidasyonunun ve oksidasyon sonucu olusacak toksik
tirlinlerin Onlenmesi amaciyla antioksidanlar kullanilmaktadir (Finley ve Given,
1986). Insan saglig1 acisindan sentetik antioksidanlarin toksik olabilme potansiyeline
sahip olduklar1 yoniinde bilgilerin paylasilmasiyla, islenmis iirlinlerde tiiketicilerin
saglik ve giivenlik arayislar1 diger beklentilerin 6niline ge¢mistir. Bu nedenle dogal
antioksidanlarin arastirilmast olduk¢a Onemli bir konu haline gelmistir. Diinya
tizerinde genis bir zenginlik ve dagilima sahip olan bitkiler, dogal antioksidanlarin elde
edilmesi amaciyla aragtirmacilar i¢in 6nemli kaynaklar haline gelmistir (Nandita ve

Rajini, 2004).

Dogal ve bitkisel kaynakli antioksidan arayislarinin artmasiyla beraber ucuz ve bol
olmalar1 yoniiyle de bitkisel ham maddelerden geriye kalan endiistriyel yan {iriinler
dikkat c¢ekmektedir. Gegmisten giinlimiize kadar bircok hastaligin tedavisinde
geleneksel anlamda kullanilan ve oldukg¢a fayda goriilen ¢orek otu kullanilarak tiretilen
proteinlerin ve biyoaktif peptitlerinin insan sagligina fayda saglama potansiyelinin
arastirtlmas1 daha O6nceden incelenmemis bir konudur. Corek otu proteinlerinin
incelenmesine yonelik ekibimizin yapmis oldugu “2D Jel Elektroforezi ve MALDI-
TOF/TOF-MS analizleri ile ¢orek otu tohumlarindan yeni proteinlerin belirlenmesi”
ve “ekstraksiyon kosullarinin ¢orek otu protein konsantrelerinin yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerine etkisi ve hidrolizatlarinin ACE inhibisyonu” c¢aligmalari ile ¢orek otu
proteinlerinin yapist aydinlatilmaya calisilmistir (Cakir ve Giilseren, 2019; Coskun

vd., 2019).
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Bir yagli tohum olan ¢orek otunun yaginin soguk pres ile alinmasi sonrasi olusan
posalar hem c¢evre kirliliginin azaltilmasint saglayacak bir {irlin olmasi, hem de
blinyesinde bulunan degerli bilesenlerin biyoaktif potansiyelinin arastirilmasi
amaciyla tez kapsaminda calisilmistir. Enzimatik hidroliz i¢in kullanilan papain ve
tripsin enzimleri, literatiirde yapilan bircok caligmada olumlu sonug¢ vermeleri
nedeniyle tercih edilmistir. Yapilan ¢alismalarda hem ¢orek otu protein konsantresinin
hem de her iki enzimle hidroliz edilmis 6rneklerin in vitro olarak antioksidatif etkilere
sahip olduklar1 belirlenmistir. Numunelerin etki dereceleri, enzim ¢esidi ve hidroliz

derecesinden belirgin 6l¢iide etkilenmektedir.

Glinlimiizde Alzheimer hastaligi icin Onemli bir aragtirma alan1 olan AChE
inhibitorlerinin ¢orek otu protein ya da hidrolizatlarinda bulunma potansiyeli de in
vitro olarak ¢alisilmistir. Corek otu proteinlerinin kismen AChE inhibitor aktivitesine
de sahip oldugu bulgulanmistir. Bu analiz kapsaminda daha detayli ¢aligmalarinin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez caligmalar1 kapsaminda yapilan analizler sonucunda c¢orek otu protein ve
hidrolizatlarinin hem anti-oksidatif hem de AChE inhibitor etkisi gostermis olmalart;
oksidatif stresin bir¢ok hastaligt ve zamanla Alzheimer hastaliginin olusumunu
tetikledigini  belirten ¢aligmalara dayanarak, ¢orek otu posasinin katma
degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir. Yapilacak daha kapsamli ¢alismalarla yagi
alinmis ¢orek otu posalarindan elde edilecek biyoaktif peptitler katma degerli tirtinlere

doniistiiriilme potansiyeline sahiptir.
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