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OZET

FESLEGEN TOHUMLARINDAN PROTEIN iZOLATI VE BiYOAKTIF PEPTIT
URETIMININ OPTIMIZASYONU, iIZOLAT VE BIYOAKTIF PEPTITLERIN
KARAKTERIZASYONU

Dalmis, Serife Melike
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Hilal Isleroglu
Aralik 2024, x + 124 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, feslegen tohumundan proteinlerin ekstraksiyonu amaciyla enzimatik
on islem uygulanarak klasik alkali ekstraksiyon ve ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE)
islemleri kullanilmistir. Enzimatik 6n islem i¢in pH (3.0-5.0), sicaklik (35-50°C), enzim
miktar1 (0.5-5.0 FBGU/g tohum) ve islem siiresi (1-4 saat) bagimsiz degiskenler olarak
tanimlanmis, Box-Behnken deneme plan1 kullanilarak optimizasyon gerceklestirilmistir.
Enzimatik 6n iglem i¢in optimum kosullar, pH 3.01, sicaklik 52.11°C, enzim miktar1 3.75
FBGU/g tohum ve siire 3.70 saat olarak belirlenmis, bu kosullarda protein verimi %86.55,
indirgen seker miktar1 ise 164.63 mg/g tohum olarak hesaplanmigtir. Caligmada elde
edilen protein izolatlarinin koagiile protein yiizdesi, su ve yag tutma kapasiteleri, kopiik
ozellikleri (kapasite ve stabilite), emiilsifikasyon oOzellikleri (aktivite, stabilite ve
kapasite) ve ¢oziiniirliik 6zellikleri kapsamli bir sekilde incelenmistir. Ayrica, feslegen
tohumu proteinlerinin yapisal ve termal 6zellikleri ile amino asit kompozisyonu da
belirlenmistir. En yliksek koagiile protein yiizdesi (%7.0), su tutma kapasitesi (5.2 g/g) ve
koptik kapasitesi (%71) enzimatik 6n islem ve UDE islemi ile elde edilen orneklerde
gbzlemlenmistir. Protein ¢oziiniirliigii pH 4.0’da en diisiik seviyede (izoelektrik nokta)
bulunurken, pH 12.0°da en yiiksek seviyeye ulasmistir.

Tez caligmasinda elde edilen feslegen tohumu protein izolatindan biyoaktif peptit liretimi
gergeklestirilmistir. Enzimatik hidroliz  islemi ile biyoaktif peptit {retiminin
optimizasyonu saglanmis ve optimum islem kosullar1 enzim:substrat orani %12.26,
alkalaz:flavourzyme oran1 0.63 U/U ve hidroliz siiresi 157.33 dakika olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda hidroliz derecesi %73.73, DPPH serbest radikal inhibisyonu
%41.23 olarak hesaplanmustir. Uretilen biyoaktif peptitlerin ICso degerleri DPPH igin 8.0
ug/mL, ABTS i¢in 15.8 pg/mL, hidroksil serbest radikali i¢in 9.15 pg/mL, selatlama
aktivitesi i¢in 4.9 mg/mL olarak belirlenmistir. Anti-hipertansif aktivite i¢in ICso degeri
4.3 mg/mL, anti-diyabetik aktivite gostergesi olarak a-amilaz ve a-glukosidaz igin inhibe
etme ICso degerleri sirastyla 3.9 mg/mL ve 4.8 mg/mL olarak tespit edilmistir. Ayrica,
biyoaktif peptitlerin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve Gram-pozitif bakteriler
tizerinde etkinlik gosterdigi saptanmustir. Biyoaktif peptitlerin gastrointestinal sistem
(GIS) stabiliteleri degerlendirildiginde, agiz sathasinda antioksidan aktivitenin ~%68
oraninda korundugu, ancak mide safhasinda bu oranin ~%34’e, bagirsak sathasinda ise
~%15’e diistiigii tespit edilmistir. Selatlama aktivitesi, GIS sindirimi sonras1 yaklasik



%80 oraninda azalma gdstermistir. Anti-hipertansif aktivite agiz safthasinda %80 oraninda
korunurken, bagirsak sathasinda bu aktivitenin %86’sinin kaybedildigi belirlenmistir.
Benzer sekilde, anti-diyabetik aktivite bagirsak sathasinda ~%84 oraninda azalmistir.
Sonug olarak, feslegen tohumu protein izolatlarinin yiiksek besin degeri ve fonksiyonel
Ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Enzimatik 6n islem ve ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemlerinin protein verimini ve fonksiyonel ozellikleri artirdigt
gozlemlenmistir. Bunun yani sira, izolatlardan iiretilen biyoaktif peptitlerin giiclii
antioksidan, antimikrobiyal, anti-hipertansif ve anti-diyabetik aktiviteler sergiledigi ve
cesitli saglik yararlari sunma potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak, GIS
sirasinda bazi biyolojik aktivitelerde kayiplar oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bulgular,
feslegen tohumu protein izolatlar1 ve biyoaktif peptitlerin fonksiyonel gida
formiilasyonlarinda ve saglik destekleyici tirtinlerde kullanilabilecegini gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Feslegen tohumu, Protein izolati, Biyoaktif peptit,
Ultrasonik destekli ekstraksiyon, Enzimatik hidroliz



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF PROTEIN ISOLATE AND BIOACTIVE PEPTIDE
PRODUCTION FROM BASIL SEEDS, CHARACTERIZATION OF ISOLATE AND
BIOACTIVE PEPTIDES

Dalmis, Serife Melike
Master’s Thesis, Food Engineering Division
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Hilal isleroglu
December 2024, x + 124 pages

In this thesis, enzymatic pretreatment was applied to extract proteins from basil seeds
using conventional alkaline extraction and ultrasonic-assisted extraction (UAE) methods.
For enzymatic pretreatment, pH (3.0-5.0), temperature (35-50°C), enzyme concentration
(0.5-5.0 FBGU/g seed), and time (1-4 hours) were identified as independent variables,
and optimization was carried out using the Box-Behnken experimental design. The
optimal conditions for enzymatic pretreatment were determined as pH 3.01, temperature
52.11°C, enzyme concentration 3.75 FBGU/g seed, and time 3.70 hours. Under these
conditions, the protein yield was calculated as 86.55%, while the reducing sugar content
was 164.63 mg/g seed. The coagulated protein percentage, water and oil holding
capacities, foaming properties (capacity and stability), emulsifying properties (activity,
stability, and capacity), and solubility characteristics of the protein isolates were
comprehensively examined. Additionally, structural and thermal properties and amino
acid composition of basil seed proteins were determined. The highest coagulated protein
percentage (7.0%), water holding capacity (5.2 g/g), and foaming capacity (71%) were
observed in the samples produced using enzymatic pretreatment and UAE. Protein
solubility was the lowest at pH 4.0 (isoelectric point) and reached its highest level at pH
12.0.

Bioactive peptides were produced from the basil seed protein isolate obtained in this thesis
study. The enzymatic hydrolysis process for bioactive peptide production was optimized,
with the optimal process conditions determined as enzyme:substrate ratio 12.26%,
alcalase:flavourzyme ratio 0.63 U/U, and hydrolysis time 157.33 minutes. Under these
conditions, the degree of hydrolysis was calculated as 73.73%, and DPPH free radical
inhibition as 41.23%. The ICso values of the produced bioactive peptides were determined
as 8.0 pg/mL for DPPH, 15.8 pg/mL for ABTS, 9.15 pg/mL for hydroxyl free radical
scavenging activity, and 4.9 mg/mL for chelating activity. For anti-hypertensive activity,
the 1Cso value was determined as 4.3 mg/mL, while the ICso values for a-amylase and a-
glucosidase inhibition, indicative of anti-diabetic activity, were 3.9 mg/mL and 4.8
mg/mL, respectively. Additionally, the antimicrobial activities of the bioactive peptides
were determined, showing efficacy against Gram-positive bacteria. When the
gastrointestinal system (GIS) stability of the bioactive peptides was evaluated, antioxidant
activity was preserved at approximately 68% during the oral phase but decreased to ~34%
in the gastric phase and ~15% in the intestinal phase. Chelating activity decreased by
approximately 80% after GIS digestion. Anti-hypertensive activity was retained at 80%
during the oral phase but showed an 86% reduction in the intestinal phase. Similarly, anti-
diabetic activity decreased by ~84% in the intestinal phase. In conclusion, basil seed
protein isolates were found to possess high nutritional value and functional properties.
Enzymatic treatment and ultrasonic-assisted extraction methods significantly enhanced



the protein yield and functional characteristics. Moreover, the bioactive peptides derived
from the isolates demonstrated strong antioxidant, antimicrobial, anti-hypertensive, and
anti-diabetic activities, highlighting their potential to offer various health benefits.
However, it has been observed that some biological activities are lost during GIS. These
findings suggest that basil seed protein isolates and bioactive peptides could be utilized
in functional food formulations and health-supportive products.

KEY WORDS: Basil seed, Protein isolate, Bioactive peptide, Ultrasonic assisted
extraction, Enzymatic hydrolysis
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1. GIRIS

Artan diinya niifusunun 2050 yilina kadar dokuz milyar1 asacagi tahmin edilmektedir
(Sim ve ark., 2021). Bu artig, beslenme ve gidaya olan talebi artirmakta ve yeni
kaynaklarin arastirilmasini zorunlu kilmaktadir. Gliniimiizde bitkisel kaynaklar, saglik
yararlari, besleyici 6zellikleri ve siirdiiriilebilirlikleriyle bu talebi karsilamada 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ozellikle protein ihtiyacinin karsilanmasi icin bitkisel proteinler
hayvansal proteinlere alternatif bir secenek olarak degerlendirilmektedir. Bitkisel
proteinlerin diigsiik maliyetli olmasi, yaygin olarak bulunabilirligi ve besin degerleri bu

kaynaklara olan ilgiyi artirmaktadir (Langyan ve ark., 2022).

Proteinler, tiim yasamin temel yap1 taslarindan biri olup birincil metabolitler arasinda
Oonemli bir yere sahiptir. Proteinler, amino asit zincirlerinden olusan ve farkli yapisal ve
islevsel 6zelliklere sahip makromolekiillerdir (Arif ve Pauls, 2018). Insan beslenmesinde
protein gereksinimi genellikle hayvansal proteinlerle karsilanmakla birlikte, bu
kaynaklara baglh saglik riskleri ve siirdiiriilebilirlik sorunlar1 alternatif bitkisel
proteinlerin  gelistirilmesini tesvik etmektedir. Son yillarda, proteinlerin bitkisel

kaynaklardan ekstraksiyonu ve izole edilmesi iizerine yapilan ¢aligmalar artmistir.

Feslegen tohumu, Lamiaceae familyasina ait bir bitki olup, fonksiyonel ve besin degeri
acisindan zengin bir kaynaktir. Feslegen tohumu, protein, diyet lifi ve biyoaktif bilesikler
acisindan yiiksek icerige sahiptir. Literatiirde feslegen tohumu proteinlerinin
ekstraksiyonu, izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili sinirli sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Bununla birlikte, feslegen tohumundan elde edilen protein izolatlarinin
fonksiyonel ozellikleri ve potansiyel kullanim alanlar1 biiyiik bir ilgi konusu olmaya
devam etmektedir. Feslegen tohumu proteinlerinin degerlendirilmesi, bitkisel proteinlerin
alternatif bir kaynak olarak kullanilmasina yonelik 6nemli bir firsat sunmaktadir. Bitkisel
proteinlerin ekstraksiyonu, protein verimi ve fonksiyonelligi tizerinde dogrudan etkili
olan kritik bir adimdir. Klasik alkali ekstraksiyon yontemi, protein ekstraksiyonunda
yaygin olarak kullanilmakla birlikte uzun islem stireleri ve yiliksek ¢6zgen ihtiyaci gibi
dezavantajlara sahiptir. Bu dezavantajlari gidermek amaciyla, son yillarda ultrasonik
destekli ekstraksiyon (UDE) yontemi 6n plana ¢ikmistir. UDE daha yiiksek ekstraksiyon

verimine daha kisa silirede ulagilmasini saglarken, diisiik sicakliklarda calisilmasi



sayesinde  proteinlerin  denatiirasyonunu  azaltarak  fonksiyonel  &zelliklerini

koruyabilmektedir (Vilkhu ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2021a).

Ekstrakte edilen proteinlerin enzimatik hidrolizi sonucunda elde edilen biyoaktif
peptitler, insan sagligi iizerinde Onemli biyolojik etkiler gostermektedir. Biyoaktif
peptitler genellikle diisiik molekiiler agirliga sahip kisa amino asit zincirleri olup,
antioksidan, anti-hipertansif, selatlama ve anti-diyabetik aktiviteler gibi saglik agisindan
faydali ozellikler sergilerler (Korhonen ve Pihlanto, 2006). Bu o6zellikler, biyoaktif
peptitleri gida endiistrisinde islevsel trtinlerin gelistirilmesi i¢in ideal bilesenler haline
getirmektedir. Ancak, bu peptitlerin biyolojik aktivitelerini koruyabilmesi, sindirim
sistemi kosullarna dayanikli olmalarina baghdir. Gastrointestinal sistem (GIS)
stabiliteleri biyoaktif peptitlerin biyoyararlanimi ve etkili kullaniminda kritik bir 6neme
sahiptir. Sindirim siireci sirasinda peptitlerin aktivitelerinde kayiplar meydana
gelebilmekte ve bu durum, tasarlanan fonksiyonel gidalarin  etkinligini
sinirlayabilmektedir (Zhu ve ark., 2021). Bu nedenle, biyoaktif peptitlerin GIS

kosullarina dayanikliliklarinin degerlendirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasinda, fesle§en tohumunda bulunan proteinlerin enzimatik 6n islem
uygulanarak klasik alkali ekstraksiyon ve ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemleri ile
ekstrakte edilmesi hedeflenmistir. Caligma kapsaminda, en yliksek protein verimini
saglayan optimum ekstraksiyon kosullar1 belirlenmis, elde edilen protein izolatlarinin
fonksiyonel, yapisal ve termal 6zellikleri ile amino asit profilleri incelenmistir. Ayrica,
enzimatik hidroliz islemi ile feslegen tohumu protein izolatlarindan biyoaktif peptit
tiretimi gergeklestirilmis, bu peptitlerin antioksidan, selatlama, anti-hipertansif ve anti-
diyabetik aktiviteleri detayl bir sekilde degerlendirilmistir. Ayrica, elde edilen biyoaktif
peptit fraksiyonlar1 i¢in antimikrobiyal aktivite ve in vitro gastrointestinal sistem

calismalar gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1 Bitkisel Proteinler

Proteinin yetersiz alinmasi, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde saglik agisindan ciddi bir
sorun teskil etmektedir. Ayni zamanda, modern beslenme aliskanliklar1 ve diyet yapan
bireylerde protein eksikligine bagli dengesiz beslenme, gelismis iilkelerde de yaygin bir
durumdur. Giinlimiizde, diinya niifusunun artis1, hayvansal protein iiretiminin ¢evresel
etkilerinin olumsuzlugu, vejetaryen ve vegan beslenme egilimlerin artmasi, yenilenebilir
ve stirdiiriilebilir protein kaynaklarina olan talebi giderek artirmaktadir (Poji¢ ve ark.,
2018). Yeni protein kaynaklarina olan artan talep dogrultusunda bitkisel proteinlerin gida
sektoriinde kullanim oranlar1 artis gostermektedir. Proteinlerin gida endiistrisindeki
fonksiyonel 6zellikleri arasinda tat verme, doku iyilestirme, jel olusturma, ¢oziiniirliik,
viskozite, baglayicilik, kdpilirme, su tutma ve yag baglama gibi nitelikler yer almaktadir.
Ayrica, bitkisel gidalar ile bunlarin yan tirtinleri ve atiklardan geri kazanilan proteinler,
beslenme takviyeleri ve gida bilesenleri olarak kullanilmakta; emiilsifiye etme, jel
olusturma, kopiirme ve su baglama 0Ozellikleri nedeniyle fonksiyonel gida bilesenleri

olarak teknoloji alaninda degerlendirilmektedir (Gupta ve Nayak, 2015).

Proteinler, biyokimyasal acidan olduk¢a kompleks yapilar olup karbon, hidrojen, oksijen,
azot ve kiikiirt atomlarini iceren amino asitlerin ¢esitli dizilim ve sayilarda peptit
baglariyla baglanmasi sonucu olusan biiylik organik bilesiklerdir. Amino asitlerin
birbirlerine baglanmasi sirasinda olusan peptit baglari, bir amino asidin karboksil grubu
ile digerinin amino grubu arasinda kurulan kovalent baglardir. Ancak protein yapisinin
olusumunda yalnizca peptit baglar1 degil, disiilfit ve hidrojen baglari, van der Waals
kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler gibi zay1f baglar da proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin
stabilitesinde rol oynamaktadir (Han ve ark., 2018). Proteinlerin bu karmasik yapisi,
onlar1 hem gida hem de ilag sanayisinde ¢ok cesitli alanlarda kullanisli hale getirmektedir.
Bunun yani sira, proteinler gidalarda temel bir besin maddesi olarak karbonhidratlar ve
lipitler ile nemli bir makro besin grubunu olusturmaktadir. Proteinlerin sindirimi sonucu
4 kcal/g enerji aciga cikmaktadir ki bu da proteinlerin diyetle alinmasinin énemini

vurgular (Nadathur ve ark., 2017).



Proteinler hem hayvansal kaynakli (et, balik, siit tirtinleri, yumurta) hem de bitkisel
kaynakl1 (tahil, baklagil vb.) besinlerden saglanabilmektedir. Hayvansal kaynakli
proteinlerin biyoyararlanimi oldukca yiiksektir ve bu proteinlerin i¢erdikleri vitaminler
ve mineraller de saglik acgisindan biiyiik fayda saglar. Ancak, et ve siit tirlinleri gibi
hayvansal kaynakli gidalarin asir1 tiiketimi, yiiksek kolesterol ve doymus yag asitleri
nedeniyle kalp-damar hastaliklar1 ve kanser gibi saglik sorunlarina yol agabilmektedir
(Muguerza ve ark., 2004). Bunun yani sira, hayvansal gidalar araciligiyla bulasabilen
hastaliklar (deli dana hastalig1 gibi) ve kiiresel Olgekte artan hayvan kaynakli protein
kithgi, bu gidalarin tilketiminin giderek azalmasma neden olmaktadir. Ayrica, dini
hassasiyetler (helal, kosher vb.), vejetaryen ve vegan gibi beslenme trendleri de hayvansal
protein kaynaklarinin tiiketiminde belirgin bir azalmaya yol agmistir (Muguerza ve ark.,
2004). Giinimiizde saglikli ve dengeli beslenme bilincinin artmasiyla birlikte bitkisel
protein kaynaklaria yonelim hizla artmaktadir. Arastirmalar, meyve ve sebzelerin, su
tirtinlerinin, tahillarin ve ¢oklu doymamais yaglarin dengeli bir sekilde tiiketildigi Akdeniz
diyeti gibi beslenme sekillerinin, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve obezite gibi
bircok kronik hastalia karsi koruyucu etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir (Di
Daniele ve ark., 2017). Bu tlir beslenme modelleri, 6zellikle hayvansal gidalarin
tilketimini azaltarak bitkisel gidalara yonelen bireyler i¢in oldukca faydali olarak
degerlendirilmektedir. Bitkisel gidalar, sadece vitamin, mineral ve lif saglamalariyla
degil, ayn1 zamanda biyolojik olarak aktif peptitler ve proteinler igermeleriyle de 6n plana

cikmaktadir (Aiking, 2011).

Insan beslenmesi acisindan, proteinlerin miktari ve kalitesi, viicudun metabolik islevlerini
yerine getirmek i¢in esit derecede onemlidir. Protein kalitesi farkli protein kaynaklari
arasinda, yapisinda bulunan amino asitlerin oranlarindaki farkliliktan dolayr degislik
gosterir. Bir gidadaki protein kalitesi, 6zellikle esansiyel amino asitler (EAA) ve bunlarin
sindirim ve emilim sonrasindaki biyoyararliligina baglidir. Proteinlerin biyoyararliligi,
yasam dongiisii boyunca normal viicut kompozisyonunu ve islevini siirdiirmek ig¢in
onemli bir konudur. Hiicresel protein sentezinde, protein kalitesi, protein miktarina gore
daha fazla 6nem tasir. insan beslenmesinde protein kalitesi, amino asit skoru (AAS)
olarak da ifade edilmektedir. AAS, EAA’larin igerigi ve bunlarin viicudun
gereksinimlerini karsilama kapasitesidir. AAS, ‘EAA igeriginin gereksinim miktarma

orant’ olarak tanimlanir. 1990’larda, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ile Gida ve Tarim



Orgiitii (FAO) protein sindirilebilirligi-diizeltilmis amino asit skoru (PDCAAS) adl1 yeni
bir yontemi tanitmistir (FAO/WHO, 1991). PDCAAS proteinin genel sindirilebilirligine
baglhdir ve bireysel amino asitler i¢in degisiklik gosterebilir. Bu nedenle, FAO tarafindan
bireysel EAA’larin sindirilebilirli§ine dayanan yeni bir yontem olan sindirilebilir elzem
amino asit skoru (DIAAS) tanmitilmistir (FAO/WHO, 2013). Yapilan bir c¢alisma,
PDCAAS degerlerinin protein kalitesini, 0zellikle diisiik kaliteli protein kaynaklarinda,
ince bagirsaktaki amino asit sindirilebilirliginin DIAAS’a kiyasla yanlis bir sekilde
degerlendirdigini ortaya koymustur. Bu nedenle, klinik olarak hassas bireylerde, daha 1yi
protein gereksinimlerini kargilamak i¢in DIAAS degerlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir
(Mathai ve ark., 2017). Berrazaga ve ark. (2019), protein sindirilebilirligi, biyolojik deger,
PDCAAS ve DIAAS temelinde farkli hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde edilen
proteinlerin kalitesini degerlendirmislerdir. Hayvansal kaynakli tiim proteinlerin, bitkisel
proteinlerden daha yliksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Neredeyse tiim
hayvansal kaynaklarin PDCAAS degeri 1’e yakinken, bitkisel kaynaklardan yalnizca
soya ve kanolanin hayvansal gidalarla karsilastirilabilir degerlere sahip oldugu

goriilmiistiir (Cizelge 2.1) (Berrazaga ve ark., 2019).

Protein kaynaklar1 EAA saglama temeline dayanarak uygun miktarda tim EAA’lar
saglayan ‘yiiksek kaliteli veya tam proteinler’ ile bir veya daha fazla EAA’nin eksik
oldugu ‘diisiik kaliteli veya eksik proteinler’ olarak iki kategoriye ayrilmaktadir. Genel
olarak, hayvansal proteinler, amino asit profillerinin insan viicudu gereksinimlerine daha
yakin olmas1 ve iyi sindirilebilirlikleri nedeniyle yiiksek kaliteli proteinlerdir. Buna
karsin, bitkisel kaynaklar genellikle lisin, metiyonin, treonin ve triptofan gibi bir veya
daha fazla amino asit bakimindan eksik oldugundan diisiik kaliteli proteinler olarak kabul
edilmektedir. Bugday, piring, misir, kuruyemisler ve diger tahillar ile tohumlar lisin
bakimindan eksikken, bazen treonin ve triptofan bakimindan da eksik olabilmektedir.
Baklagiller, bezelye, mercimek ve sebzelerde sinirlayict amino asit metiyonindir. Ancak,
soya fasulyesi, kinoa ve ¢iya tohumlar: istisnai olarak bu amino asitleri igermektedir
(Gropper ve ark., 2018). Diisiik kaliteli proteinlerle sinirli olan dogru planlanmamis bir
diyet EAA eksikligine yol acabilir. Bu durum hiicresel proteinlerin {retilmesinde
yetersizlikle sonuglanabilir ve viicutta metabolik bozulmalara neden olabilir. Viicudun
EAA gereksinimlerini kargilamak saglik ve kaliteli yasam acisindan olduk¢a dnemlidir.

Insan viicudu agisindan elzem olan bu ihtiyacin karsilanmasi, protein aliminin artirilmasi,



diyetin simirlayict amino asitler ile takviye edilmesi ve farkli bitkisel ve hayvansal
kaynakli proteinlerin karistirilmasi ile saglanabilir. Ornek olarak baklagiller, yiiksek lisin
igerigine sahipken siilfiir igeren metiyonin amino asidi bakimindan eksiktir. Baklagiller,
lisin a¢isindan sinirlt olan ancak metiyonin ve sisteini yeterli miktarda bulunduran
tahillarla birlestirilerek diyet tamamlanabilir (Cizelge 2.1) Ayrica, tahillarin siit ve diger
siit urlinleri ile birlestirildigi veya baklagillerin et tirlinleri ile takviye edildigi 6zel

receteler hazirlanabilir (Berrazaga ve ark., 2019).



Cizelge 2.1. Baz1 6nemli bitkisel ve hayvansal {irlinlerin protein ve amino asit igerikleri (Balandran-Quintana ve ark., 2019)

oan P e (0 T e A Semm o Kime (S0 Boebe Behwme o Ve opp Hews g b
¢ig) kishk) ¢ig) izolatr)
Protein (g/100 g)
Amino asit g/giin 9 13 7 10 10 14 93 8 9 12 24 19 12.5 18 3.3 21
Amino asitler (mg/g protein)

Triptofan 18 6 7 13 12 17 51 12 14 11 12 13 9.7 2 16 2 14 3
Treonin 47 24 38 29 36 34 30 30 36 36 37 44 34 8 49 8 45 9
izol6sin 57 23 36 36 43 37 38 36 47 41 47 23 35 8 63 9 60 11

Losin 101 52 123 68 83 68 13 60 80 72 85 71 65 15 88 15 98 16
Lizin 69 47 28 27 36 37 20 54 61 73 70 56 36 16 70 17 79 18
SAA 38 23 39 42 44 41 31 36 24 26 22 45 25 7 56 7 34 9
AAA 87 41 90 78 87 85 79 61 88 75 82 70 88 14 98 13 96 16
Valin 56 56 51 44 61 49 47 42 48 47 57 55 42 9 72 10 67 11
Histidin 23 17 31 23 24 23 22 29 26 24 27 31 25 6 24 5 28 7
AAS - - 0.50 0.52 0.71 0.73 0.40 1.00 0.90 1.00 0.90 - 0.70 1.00 - 1.00 - 1.00

PDCAAS - - 0.60 0.42 0.63 0.61 0.16 0.70 0.91 0.60 0.70 0.93 0.50 1.00 - 1.00 - 1.00

DIAAS - - 0.50 0.43 0.64 0.51 0.29 - 0.60 0.60 0.60 - 0.40 1.00 - 1.00 - 1.00

SAA: Siilfiir igeren aminoasitler (metiyonin+sistein), AAA: Aromatik amino asitler (fenilalanin+tirozin), AAS: Amino asit skoru, PDCAAS: Protein sindirilebilirligi-diizeltilmis amino asit skoru, DIAAS: Sindirilebilir elzem amino asit

skoru



Diisiik kaliteli proteinlerin siirekli tiiketimi EAA eksikligine yol acabilir. Bu durum
hiicresel protein sentezinin azalmasina veya durmasina ve dokuya 6zgii amino asitlerin
parcalanmasinin artmasina neden olabilmektedir. EAA eksikligi sendromu ve belirtileri
arasinda kusma, istahsizlik, duygusal bozukluklar, uykusuzluk, anemi, iskelet kasi
erimesi, fiziksel yorgunluk ve giligsiizlikk, kilo kaybi, metabolik bozukluklar,
kardiyovaskiiler anormallikler, hipertansiyon, oksidatif stres, hizli yaglanma, bagisiklik
sisteminin bozulmasi, enfeksiyonlara kars1 artan duyarlilik ve periferal 6dem bulunur
(Hou ve Wu, 2018). Eksiklik devam ettigi siirece dis ve kemik ¢iirtimesi, sa¢ dokiilmesi,
cilt dokiintiisii, gelisim giicliigl, dislipidemi ve hiperglisemi gibi durumlar artabilir ve bu

durumlar ileri vakalarda hayati tehlikelere yol agabilir (Igbal, 2022).

Proteinlerin iiretiminde verim, maliyet ve slirdiiriilebilirlik agisindan olduk¢a 6nemli bir
husustur. Verimlilik a¢isindan kilogram viicut agirligi basina en yiiksek miktarda protein,
biiyliyen etc¢i civcivler tarafindan iiretilirken, onu tavuklar ve siit inekleri takip etmekte,
en diisiik verim ise si8ir etinde elde edilmektedir. Ancak, ¢evresel maliyet ve kaynak
verimliligi, giibre, pestisit ve su kullanim1 ve sera gazi emisyonlar1 acisindan bitkisel
proteinleri iiretmek igin gereken miktar, esit miktarda sigir eti, tavuk ve yumurta
tiretmekten gok daha diisiiktiir. Ornek olarak, sigir etinden 1 kg protein elde edebilmek
icin gereken arazi, su, yakit, giibre ve pestisit miktarlari, 1 kg barbunya proteini elde
edebilmek icin gerekenden sirasiyla 18, 10, 9, 12 ve 10 kat daha fazladir. Ayrica, bir sigir
1 kg protein iiretmek icin tavuk ve yumurtaya kiyasla 5-6 kat daha fazla giibre
iiretmektedir (Sabaté ve ark. 2015). Bu nedenlerden dolay1, son zamanlarda bazi sirketler
ve arastirma kuruluslart yalnizca hayvansal protein, yag ve diger bilesenlerin iiretimi
tizerinde ¢aligmakla kalmayip, ayn1 zamanda ‘vegan siit’ ve ‘yapay et’ liretmek i¢in in
vitro hiicre kiiltiirii yontemleri de gelistirmektedir (Balandran-Quintana ve ark. 2019).
Tiim faktorler géz oniline alindiginda, bitkisel gidalar, hayvansal gidalara gore daha
stirdiiriilebilir olup, diinyada gida kaynakli sorunlar1 bertaraf etmek i¢in daha az dogal
kaynakla ve ¢evreye daha az olumsuz etkilerle en iyi ¢oziimii sunmaktadir (Sabaté ve
Soret, 2014). Hayvansal ve bitkisel proteinlerin genel karsilastiriimasi Cizelge 2.2°de

verilmistir.



Cizelge 2.2. Hayvansal ve bitkisel proteinlerin karsilagtiriimasi

Hayvansal Proteinler

Bitkisel Proteinler

>%97 sindirilebilirlik
%090 biyoyararlilik
Kas gelisimi ve doku olusumuna destek
B12 ve D vitaminlerince zengin

Tiim esansiyel amino asitler

Sindirim sonucunda yiiksek miktarda biyoaktif
peptit olusumu

Doymus yag asitlerince yiiksek
Yiiksek kolesterol
Trans yaglar
Lif bulunmaz
Swmurlt sayida biyoaktif bilesen (taurin, kolin,

laktoferrin)

Islenmis et {iriinlerinde karsinojen bulunma
olasilig1

Yiiksek iiretim maliyeti

Uzun vadede tiiketim sonucunda kalp krizi,
kanser, diyabet, yiiksek kolesterol ve asir1 kilo
olasilig1

%70-90 sindirilebilirlik
%60-70 biyoyararlilik
Kas gelisimine daha az fayda

Magnezyum ve A vitaminince zengin

Lisin, triptofan ve siilfiir iceren amino asitler
genel olarak eksik
Hayvansal kaynaklara gore daha diigiik miktarda
biyoaktif peptit olusumu

Coklu doymamis yag asitlerince zengin
Kolesterol bulunmaz

Cok diistik miktarda trans yag

Coziiniir ve ¢oziinmez lif ile prebiyotikler
agisindan oldukga zengin
Polifenoller, izoprenoidler, klorofiller, organik
asitler ve flavonoidler gibi bircok biyoaktif
bilesen
Islenmis bitkisel proteinlerde besin igeriginde
azalma olasilig1

Diisiik iiretim maliyeti

Kronik rahatsizliklarin risk faktorlerini azaltma




2.2 Bitkisel Proteinlerin Ekstraksiyon Yontemleri

Bitkisel proteinler bulunduklar1 bitki matriksi i¢inden birgok farkli yolla ekstrakte
edilmektedir. Bitkisel proteinlerin ekstraksiyonunda en énemli hususlar, yiiksek protein
verimi saglanirken ekstrakte edilen proteinlerin besin degerinin ve fonksiyonel
ozelliklerinin korunmasidir (Kumar ve ark., 2021b). Bitkisel proteinlerin ekstraksiyon

yontemlerinden ilki kimyasal ekstraksiyondur.

Kimyasal yontemler, su, alkali, organik ¢6ziicii ve asit gibi kullanilan ¢esitli ekstraksiyon
coziiciileri temelinde siniflandirilmaktadir. Kimyasal yontemler, protein geri kazanimini
artirmak amaciyla diger yontemlerle de birlestirilmektedir (Embaby ve ark., 2018; Bose
ve ark., 2019; Deleu ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2019a; Kumar ve ark., 2021c).
Maksimum geri kazanim ve minimum kayip esas alinarak protein ekstraksiyonu i¢in
farkli kimyasal yontemler gelistirilmistir. Bitkisel {irlinlerden protein ekstraksiyonu
genellikle ii¢c asamada gerceklestirilir. Ik olarak, bitkisel kaynagin yag: giderilmekte,
ardindan protein ekstraksiyonu gergeklestirilmekte ve son olarak protein
coktiiriilmektedir (Kumar ve ark., 2021b). Yagin alinmasi asamasinda, protein
ekstraksiyonunu engelleyen bilesenleri uzaklastirmak i¢in petrol eteri, n-hekzan ve n-
pentan gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Ikinci asamada, sicak veya soguk sulu
ekstraksiyonda tuzlar (NaCl gibi), iyonik deterjanlar (SDS gibi) ve iyonik olmayan
deterjanlar (NP-40 ve Triton X100 gibi) kullanilarak proteinler ekstrakte edilmektedir.
Organik ¢oziicli bazli ekstraksiyonda alkol (etanol, metanol gibi), tamponlar/giicli
denatiiranlar (lire veya Tris-HCI, fenol gibi) kullanilmaktadir. Son olarak, izole edilen
protein amonyum siilfat, etanol, metanol, aseton, sitrik asit, triklorasetik asit, hidroklorik
asit ve izoelektrik nokta coktiirmesi gibi kimyasal veya ¢oziiciiler kullanilarak
coktiirlilmektedir. Kimyasal ekstraksiyon organik ¢6zgen bazli ve alkali bazh
ekstraksiyon olmak iizere iki grupta incelenebilmektedir. Bu yontemlerden klasik alkali
ekstraksiyon bitkisel proteinlerin ekstraksiyonunda en sik kullanilan yontemlerden biridir
(Qiaoyun ve ark., 2017). Bitkisel proteinlerin ekstraksiyonu i¢in enzimatik yontemler de
kullanilmaktadir (Gorgii¢ ve ark., 2020; Thakur ve ark., 2024). Protein ekstraksiyonunda
ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE), vurgulu elektrik alani destekli ekstraksiyon,
mikrodalga destekli ekstraksiyon ve yiiksek basing destekli ekstraksiyon gibi fiziksel
teknikler ayrica kullanilmaktadir (Kumar ve ark., 2021b; Chandran ve ark., 2023).
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2.2.1 Kimyasal yontemler

Kimyasal yontemlerden en sik ve yaygin olarak kullanilan klasik alkali ekstraksiyon
islemidir. NaOH ve KOH gibi alkaliler, bazik pH’nin korunmasi ve yiiksek bir
ekstraksiyon verimi elde edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bazik pH, protein
icindeki disiilfit baglarinin kirilmasina yol agarak protein geri kazanimini ve verimini
artirmaktadir (del Mar Contreras ve ark., 2019). Coézgen pH’smin artmasiyla asidik ve
notr amino asitlerin iyonizasyonu gergekleserek proteinlerin ¢oziiniirliigli artmaktadir. Bu
nedenle, alkali bir ortamda protein ekstraksiyonu daha yliksek protein verimi saglar.
Bitkisel kaynaklardan klasik alkali protein ekstraksiyonu, ekstrakte edilen bitkisel
proteinin biyoyararlanimint ve sindirilebilirli§ini artirmakla birlikte, denatiirasyon,
lisinoalanin olusumu, capraz baglanma, protein hidrolizi ve amino asit kaybi gibi
etkenlerle protein kalitesini de diisiirebilmektedir (del Mar Contreras ve ark., 2019; Deleu
ve ark., 2019). Buna karsin, kolay uygulanabilmesi ve diisiik maliyet gibi nedenlerle
endistride bitkisel kaynaklardan protein ekstraksiyonunda en sik kullanilan yontem

klasik alkali ekstraksiyon islemidir (Thakur ve ark., 2024).

Literatiirde klasik alkali ekstraksiyon islemi ile ilgili bir¢ok farkli ¢calisma mevcuttur. pH
seviyelerinin 10.0 ve {izerine ¢ikarilmasiyla izole edilen protein veriminin arttig1 birgok
calismada ortaya konulmustur. Ornegin, pH 8.5’ten 12.5’¢ yiikseltildiginde ekstraksiyon
veriminin bezelyede %35.1°den %58.1°e ve boriilcede %36.4°ten %53.5’¢e yiikseldigi
bildirilmistir (Mwasaru ve ark., 1999). Benzer seklide baska bir calismada, alkali
ekstraksiyon pH’sinin 8.5’ten 9.5’e yiikseltilmesiyle bezelye proteini veriminin %49’dan
%58’e yiikseldigi belirlenmistir (Gao ve ark., 2020). Bununla birlikte, protein
ekstraksiyonu sirasinda, yiliksek alkali kosullar protein denatiirasyonuna neden
olabilmektedir. Bu nedenle, artan protein verimleri ile denatiirasyon derecesi arasinda bir
denge saglanmalidir. Ote yandan, artan sicaklik ve uzun ekstraksiyon siireleri proteinlerin
daha kolay ekstrakte edilmesini saglamaktadir. Ancak, sicakligin yilikselmesi proteinlerin
¢Okmesi ve termal denatiirasyonuna da yol agabilir. Bu ylizden, protein ekstraksiyonu i¢in

oda sicaklig1 veya daha yiiksek sicakliklar 6nerilmektedir (Chandran ve ark., 2023).

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde klasik alkali ekstraksiyon i¢in en dikkat ¢eken

ekstraksiyon kosullarinin kati:¢dzgen orani, sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve pH oldugu
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goriilmektedir. Wani ve ark. (2008) karpuz ¢ekirdegi icin gergeklestirilen 15 dakikalik
klasik alkali ekstraksiyon isleminde 0.12 g/L. konsantrasyonda NaOH, 1:70 kati:¢6zgen
orani, 40°C sicaklik kullanmislar ve ~%81 verimde protein ekstraksiyonu saglamislardir.
Zhang ve ark. (2009) pamuk tohumundan pH 12.5, 1:2 kati:¢6zgen oraninda 60°C’de 40
dakikalik klasik alkali ekstraksiyon gerceklestirdikleri calismada %70 verim elde
etmislerdir. Embaby ve ark. (2018) Acacia tortilis tohumundan protein ekstraksiyonunu
pH 11.0, 1:20 kati:¢ézgen orani, 25°C sicaklik ve 120 dakika ekstraksiyon siiresi
kosullarinda gerceklestirmisler ve %92 saflikta protein elde etmislerdir. Du ve ark. (2018)
mas fasulyesinden pH 9.0’da 1:20 kati:¢6zgen orani ve 40°C’de klasik alkali ekstraksiyon
islemini gergeklestirmisler ve %77 protein ekstraksiyon verimi elde etmislerdir. Isleroglu
ve Olgun (2024) 34.5 g/L kati:gozgen orani, pH 11.47 ve 4 saat ekstraksiyon siiresi
kosullarinda, cemen otu tohumlarindan %94 protein verimine ulagmay1 basarmislardir.
Klasik yontemler maliyet acisindan tercih edilse de uzun siire gerektiren ve ¢evre dostu
olmayan tekniklerdir. Klasik alkali ekstraksiyonla yiliksek verimlere ulasilabildigi
bilinmektedir; ancak bu yontem, protein sindirilebilirligini azaltmakta ve lizin ile sistein
amino asitlerinin par¢alanmasina yol acarak ekstrakte edilen proteinin kalitesini olumsuz

etkilemektedir (Kumar ve ark., 2021b).

2.2.2  Fiziksel yontemler

Protein ekstraksiyonunda proteinlerin bitki dokusundan ekstrakte edilebilmesi amaciyla
fiziksel yontemlerin kullanimi yayginlagmaktadir. Protein ekstraksiyonunda yeni
teknolojilerin kullanimi, ekstraksiyon verimini artirmanin yani sira proteinin teknolojik
ve besleyici 6zelliklerini iyilestirir. Bu teknolojilerin, diisiik maliyetli, glivenli ve ¢evre
dostu bir segenek olarak bitkisel protein iiretiminde 6nemli bir yere sahip olabilecegi
diiginiilmektedir (Tiwari, 2015). Ancak, yeni teknolojilerin endiistriyel Olgekte
kullaniminin hala smirli oldugu bildirilmektedir (Liu ve ark., 2016). Bitkisel
kaynaklardan elde edilen proteinlerin fonksiyonel o6zellikleri, uygulanan ekstraksiyon
yontemiyle yakindan ilgilidir ve bu nedenle, proteinlerin fonksiyonelligini koruyacak

yontemler tercih edilmelidir (Poji¢ ve ark., 2018).

Fenolik bilesikler ve ugucu yaglarin ekstraksiyonunda kullanilan ¢evre dostu yesil

ekstraksiyon teknikleri, protein ekstraksiyonuna da uyarlanmakta ve gilinlimiizde daha
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fazla uygulanmaktadir. Bu yontemlerden en 6nemlisi, gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan UDE teknigidir (Vilkhu ve ark., 2010). UDE islemi, 20 kHz ile 100 MHz
aralifinda ses dalgalar iiretir ve ¢ozeltide kavitasyon yaratir. Bu siiregte olusan gaz
kabarciklari, bitki hiicre duvarlarin1 mekanik olarak tahrip ederek ekstraksiyon verimini
ve ekstrakte edilen bilesen miktarni artirir (Dzah ve ark., 2020). Ses dalgalari, kiitle
transferini hizlandirarak bitkisel hiicre duvarina yapisik veya hiicre iginde bulunan
bilesenlerin geleneksel yontemlere gore daha hizli ve etkili bir sekilde ekstrakte

edilmesini saglar (Poji¢ ve ark., 2018).

UDE’nin protein ekstraksiyonunda kullanimi, ekstraksiyon siiresini kisaltma, enerji
tilketimini azaltma, ¢ézgen kullanimini diigiirme, ¢6zeltinin homojenligini artirma ve
daha yiiksek proses kontrolii saglama amaci tagir (Chemat ve ark., 2017). UDE’nin
ekstraksiyon verimini artirma etkisi, ¢6zgende ultrason dalgalarinin yarattigi mikro
kabarciklarin patlayarak proteinlerin ¢ézgene gecisini kolaylastirmasiyla aciklanabilir
(Bernardi ve ark., 2021). Yapilan ¢alismalarda, UDE siireci, ultrasonik gii¢, kati:¢dzgen
oran1 ve ekstraksiyon siiresi gibi parametrelerin verim iizerinde etkili oldugunu
gostermektedir (Poji¢ ve ark., 2018). Bu nedenle, farkl bitkisel kaynaklar i¢in optimum

ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi gereklidir.

Ornegin, UDE kullamlarak bezelyeden protein ekstrakte edilen bir ¢alismada, pH 9.6,
13.5 dakika ekstraksiyon siiresi, 1:11.5 (g/mL) kati:¢6zgen oran1 ve %33.7 ultrasonik
genlikte %82.6 protein ekstraksiyon verimine ulasilmistir (Wang ve ark., 2020a). Yagi
alinmis piring kepeginde klasik alkali ekstraksiyonda %20-30 olan protein verimi, UDE
ile %64.5 seviyesine ¢ikarilmistir (Ly ve ark., 2018). Karpuz c¢ekirdegi proteinleri
tizerinde yapilan bir ¢alismada, pH 9.0, 1:50 kati-¢dzgen orani, 90 W gii¢ ve 25 kHz
frekans kullanilarak %87 protein ekstraksiyon verimi elde edilmistir. UDE ile klasik
yontemden %20 daha az ¢6zgen kullanilmistir (Gadalkar ve Rathod, 2020).

UDE ile yapilan ekstraksiyonlarda, protein veriminin yani sira proteinlerin fonksiyonel
ozelliklerinde de iyilesmeler gozlenmistir. Ornegin, siimbiil fasulyede klasik alkali
ekstraksiyonda %41 verim elde edilirken UDE ile %70 protein verimi elde edilmis, UDE
ile elde edilen protein izolatlarinin k6piik kapasitesi, yag tutma kapasitesi ve antioksidan
aktivite degerlerinde artis gézlendigi bildirilmistir (Zhao ve ark., 2021). Benzer sekilde,

soya proteinlerinde ultrasonikasyon sonrasi ¢oziiniirliik ve emiilsifiye etme 6zelliklerinin
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arttigr bildirilmistir (Jambrak ve ark., 2009; Hu ve ark., 2015). Ayrica, UDE’nin
proteinlerin kopiik olusturma kapasitesi ve su tutma kapasitesini artirdigi da belirtilmistir
(Morales ve ark., 2015; Hu ve ark., 2013). Literatiirdeki arastirmalar, UDE’nin hem
ekstraksiyon verimini artirdigimi hem de proteinlerin fonksiyonel 0&zelliklerini
gelistirdigini gostermektedir. Farkli bitkisel protein ekstraksiyonunda UDE’nin kullanimi

ile ilgili yapilan bazi ¢alismalar Cizelge 2.3’te listelenmistir.

Cizelge 2.3. Bitkisel kaynaklardan ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi ile protein
ekstraksiyonu

Bitkisel Materyal Ekstraksiyon kosullar Verim Kaynak
Pirine posasi unu 20 kHz, 448 W, 40 dakika, 0.02-0.10  %43.20°den %88.44’¢ Li ve ark.
¥ mol/L NaOH artis (2017)
Fistik unu 24 kHz, 100% genlik (100 um), 15 Klasik ekstraksiyona Ochoa-Rivas
dakika, 1:10 un:su orani, pH 9.0 oranla %136 artig ve ark. (2017)
20 kHz, 400 W, 1 dakika, 1:6 soya Preece ve ark.
Soya %50
Y unu:saf su orani, pH 9.0 ’ (2017)
Yagsiz fistik 20 kHz, 30 W/g, 15 dakika, pH 6.8- o Nguyen ve
%10.6 art
posast 10.0 ° arty Lee (2019)
U kabuk igi
Yagsiz soya unu 20 kHz, un i¢in 2 dakika 360 J/mL, 51rasr11 \IZ o/al(l)lvégol/nl 7 Rahman ve
ve kabugu kabuk icin 4 dakika 720 J/mL, pH 8.5 4 a:tls ° ark. (2021)
20 kHz, 750 W, %33.7 genlik (38.42 Wana ve ark
Nohut um), 13.5 dakika, kati:¢ozgen 1:11.5 %82.6 (ZgZOb) '
g/mL, pH 9.6
20 kHz, 200 W, 10 dakika, 0.5:10 Bedin ve ark.
Piring kepegi ' ' ' %11.7
iring kepegl kati:¢ozgen orani, pH 10.0 ° (2020)
) 20/40 kHz (ikili frekans), 80 W/L, 45 0 Golly ve ark.
0091.2
Ceviz posast dakika, kati:¢ozgen 1:20 g/ml, 46.6°C 69123 (2020)
L 20/40 kHz (ikili frekans), 220 W/L, Dabbour ve
A & 0, 2 > 0 B
YGIeeEl posast 15 dakika, 45°C pH 8.0 /028 den Yo3Seartis oy 2018)
. %22 verim ve %85 Badjona ve
Bakl 24 kHz, 100 W, 5- kika, pH 11.
axia 2,100 W, 5-60 dakika, pH 11.0 saflik ark. (2024)
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2.2.3  Enzimatik ekstraksiyon

Protein ekstraksiyonunda enzimatik ekstraksiyon, hiicre duvarimi parcalayan ve
proteinlerin salinimina yardime1 olan enzimlerin kullanimini igermektedir (Jung ve ark.,
2006; Gouseti ve ark., 2023). Enzimatik ekstraksiyon, hassas islem parametreleri, uzun
islem stireleri, yliksek maliyet ve enerji tiiketimi gerektirmesine ragmen, iistiin kalitede
protein ekstraksiyonu sagladigi i¢in cevre iizerinde minimal etki yaratarak protein
ekstraksiyonu i¢in uygun ve yenilik¢i bir segenek olarak goriilmektedir (Sari ve ark.,

2013; Chandran ve ark., 2023).

Enzimatik yontemin protein ekstraksiyonu i¢in uygulanmasi ticari olarak yiiksek kaliteli
bitkisel proteinlerin elde edilmesi i¢in glivenilir bir yaklasim olarak 6ne ¢ikmaktadir (Liu
ve ark., 2016; Ochoa-Rivas ve ark., 2017). Sert bir hiicre duvari, hiicre igi proteinlerin
ekstraksiyonunda engelleyici bir faktordiir. Pektinaz ve karbonhidrazlarin hiicre duvarini
pargalama aktiviteleri, baklagil, yagl tohum ve tahil tohumlarindan hiicre proteinlerinin
diizenli bir sekilde salinmasina yardimci olur (Rommi ve ark., 2014). Proteazlar,
proteinleri polisakkarit matrisinden ayirarak protein verimini artirir. Hiicre duvarinin
pargalanmasi hiicre proteinlerinin serbest birakilmasini saglar. Bu proteinlerin serbest
kalmasinin ardindan, proteazlar yiiksek molekiiler agirlikli proteinleri daha kiiciik ve daha
¢Oziiniir parcalara ayirarak uygun ekstraksiyon kosullari saglar. Bu enzimler ayrica,
serbest kalan proteinler ile karbonhidratlar ve fitatlar gibi ¢esitli hiicresel bilesenler
arasinda kompleks olusumunu 6nleyebilmektedir (Zhang ve ark., 2019b). Enzimler,
optimum katalitik verimlilik saglamak i¢in asidik ve alkali ortamlarda c¢aligir. Genellikle
karbonhidrazlar hafif asidik ortamlarda, bir¢ok proteaz ise hafif alkali kosullarda islev
goriir. Alkali ortamda ¢aligan proteazlar i¢in optimum pH degeri 8-10 araliginda, sicaklik

ise 45-60°C olarak bildirilmistir (Sari ve ark., 2015).

Enzimatik protein ekstraksiyonu, ozellikle diger ekstraksiyon yontemleri ile kombine
olarak kullanildiginda daha verimli sonuclar verebilen bir 6n islem olarak kabul
edilmektedir. Bu yontemlerde, Viscozyme® L gibi enzimler, hiicre duvarini parcalayarak
proteinlerin serbest birakilmasina yardimci olmaktadir. Enzimatik hidroliz, proteinlerin
daha verimli ve spesifik bir sekilde ekstrakte edilmesini saglamaktadir. UDE gibi fiziksel

yontemler ise enzimatik islem sirasinda ultrasonik dalgalarin kullanilmasiyla proteinlerin
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daha hizl1 ve etkin bir sekilde ¢6ziiniir hale gelmesini saglar. Kombine uygulamalar, hem
enzimlerin etkinligini artirarak ekstraksiyon verimini yiikseltir hem de daha diisiik enerji
gereksinimi ile ¢cevre dostu bir yontem sunar. Bdylece, geleneksel yontemlere gore daha
hizli ve verimli bir protein ekstraksiyonu gerceklestirilebilmektedir (Gorgili¢ ve ark.,

2019; Kumar ve ark., 2021a).

Literatiirde farkli bitkisel kaynaklardan protein ekstraksiyonu i¢in enzimatik yontem
kullanilmistir. Farkli proteaz (papain) ve karbonhidraz (seliilaz, pektinaz, arabinoz, [3-
glukanaz, ksilinaz ve hemiseliilaz) enzim kompleksi uygulamasi piring kepeginden
protein ekstraksiyonu i¢in 6n islem olarak kullanilmis ve klasik alkali ekstraksiyon ile
protein ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Proteazlar en yiiksek protein verimini
saglarken karbonhidrazlar 6nemli bir etki gostermemistir (Hanmoungjai ve ark., 2002).
Kabuklar1 ayiklanmis ve biitiin kanola tohumlarindan elde edilen posalar protein (%36-
40) ve karbonhidrat (%35) acisindan zengindir. Bu posalar, protein ekstraksiyonu i¢in
seliilolitik, pektinolitik ve ksilinolitik enzimlerle 6n isleme tabi tutulmustur. Proteolitik
enzimler, glukan ve pektik polisakkaritleri hidrolize ederek hiicre duvarlarini pargalayip
protein ekstraksiyon verimini 1.7 kat artirmistir. Kabuklar1 ayiklanmis ve biitiin kanola
pres posalarindan sirasiyla %74 ve %56 protein ekstraksiyon verimine ulasilmistir
(Rommi ve ark., 2014). Rommi ve ark. (2015) tarafindan yiiriitiilen baska bir calismada
ekstraksiyon sirasinda pH’mn geri kazanilan protein konsantrelerinin fizikokimyasal
ozellikleri tizerindeki etkileri incelenmistir. Bulgular, pektinaz, endo-B-glukanaz ve
seliilaz enzimleri kullanilarak kanola posasindan protein ekstraksiyonunun klasik alkali
ekstraksiyon yontemlerine gore daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica,
enzimatik destekli ekstraksiyon ile elde edilen proteinlerin klasik alkali ekstraksiyon ile
elde edilenlere kiyasla daha yiiksek ¢6ziiniirliige sahip oldugu bildirilmistir (Rommi ve
ark., 2015). Yagsiz arpa unundan, a-amilaz ve amiloglukosidaz kullanilarak iki enzimli
ve a-amilaz, amiloglukosidaz ve B-1,3,4-glukanaz kullanilarak ii¢ enzimin kullanildigi
islem ile enzimatik On isleme tabi tutularak klasik alkali ekstraksiyon ile protein
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Iki enzimli islem ile %49 protein igeren bir protein
konsantresi lretilirken, ti¢ enzimli islem ile %78.3 igceren bir protein konsantresi elde
edilmistir (Houde ve ark., 2018). Benzer sekilde, yagsiz soya unu ksilanaz, pektinaz,
seliilaz ve ticari karbonhidraz karigimi ile enzimatik 6n isleme tabi tutulmus ve klasik

alkali ekstraksiyon ile protein ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Enzimatik 6n islem
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uygulanan soya ununda, on islem uygulanmayan orneklere goére protein verimi %21
oraninda artmistir. Ksilanaz, pektinaz ve seliilaz ile isleme tabi tutulan ve ardindan 2
saatlik klasik alkali ekstraksiyon uygulanan soya ununda ise protein verimi enzimatik 6n
islemsiz uygulanan 3 saatlik klasik alkali ekstraksiyona gore %13 oraninda artis
gostermistir (Perovi¢ ve ark., 2020). Kirmizi1 deniz yosunu Chondracanthus chamissoi ve
kahverengi deniz yosunu Macrocystis pyrifera, protein  ekstraksiyonunun
kolaylastirilabilmesi i¢in seliilaz, pektinaz ve a-amilaz ile enzimatik 6n isleme tabi
tutulmus ve klasik alkali ekstraksiyon ile protein ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.
Enzimatik 6n islem ile M. pyrifera igin %74.6 protein verimi elde edilirken, C. chamissoi
icin %36.1 protein verimi saglanmistir (Vasquez ve ark., 2019). Literatiirde baz1 bitkisel
iriinlerden enzimatik 6n islem kullanilarak gergeklestirilen klasik alkali protein

ekstraksiyon islemleri Cizelge 2.4 te listelenmistir.

Enzimatik ekstraksiyon ve UDE bitkisel proteinlerin ekstraksiyonunda kombine olarak
kullanilabilmektedir. UDE gibi mekanik islemler, enzimatik 6n islem ile kullanildiginda
protein ekstraksiyon verimini ve kalitesini artirmaktadir (Nadar ve ark., 2018). UDE ve
enzimatik 6n islemin protein ekstraksiyonuna getirdigi bireysel faydalar kombine
edilerek hem yiiksek kalitede protein izolati elde edilmesi hem de yiiksek yatirim
maliyetine karsin uzun vadede diisiik maliyetli iiretim hedeflerine ulasilmasinin
saglanabilecegi diisliniilmektedir (Wang ve ark., 2021). Literatiirde bu iki yenilik¢i
yontemin kullanildig1 ¢aligmalar sinirli olsa da zamanla ¢aligmalarin sayisinin artacagi ve
yontemin gelistirilebilecegi tahmin edilmektedir. Literatiirde yapilan bazi caligmalar

Cizelge 2.4 ile gosterilmektedir.
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Cizelge 2.4. Bitkisel kaynaklardan enzimatik 6n islem ve klasik alkali ekstraksiyon-
ultrasonik destekli ekstraksiyon islemleri ile protein ekstraksiyonu

Bitkisel Enzimatik On islem Ekstraksiyon verim Kavnak
Materyal Kosullar: Kosullar1 y
Klasik Alkali Ekstraksiyon
Piring Fitaz ve ksilanaz, pH 5.0, 55°C, Wang ve
. . H 10.0 %74.6
kepegi Substrat:enzim 7.5 (w/w), 2 saat P ’ ark. (1999)
Pektinaz, seliilaz ve B-glukanaz, pH
o o pH 10.0, 30 e Zhang ve
Kanola 5.0, 48°C, Substrat:enzim 4 (w/w), 4 dakika %8083 ark. (2007)
saat
Viscozyme® L (pH 4.5) ve Alkalaz
Kanola 2.4 L (pH 8.0) (Viscozyme® . Niu ve ark.
. H9.0,1 kik %82.1
kispesi  L:Alkalaz 1:1), Substratenzim o1 P 00 15 dakika 682.10 (2012)
(w/w), 80 dakika
Kanola, Soya i¢in
Protex 40XL, Protex P, Protex 50FP
i ) 1 i _ 0
r;?lilfoﬁg Protex 26L ve Protex 5L, pH 2.5-11, PH Z'iag’ 2-24 aggw’itfg;)lﬁ Sari ve ark.
‘enzim © 5
posalart Substrat:enzim %5 (w/w), 2-24 saat icin %50-80 (2013)
Viscozyme® L, Pectinex Ultra SP-L H 11.0. 30 Tabtabaei
Hardalunu  ve Celluclast 1.5 L, pH 4.8, 40°C, P aw 9660.7 ve ark.
Substrat:enzim %1 (w/w), 3 saat (2013)
de
Soya Viscozyme® L, pH 6.2, 53°C, pH 9.0, 30 dakika, %30 Figueiredo
kiispesi Substrat:enzim 4% (v/w), 2 saat 60°C ve ark.
(2018)
Protease A-01, pH 5.7-5.8, 60°C, pH 9.0, 60 dakika, Fetzer ve
Kanola . %78-81
Substrat:enzim 1% (w/w), 1 saat 50°C ° ark. (2018)
a-amilaz (5000 U/g),
amiloglukosidaz (330 U/g), pH 6.5,
Arpa 40°CgSubstrat'erEzim 1091) (Sv/v) 1 pH11.0, 120 9649 Houde ve
P ’ -on ' ’ dakika, 23°C ark. (2018)
saat a-amilaz, 4 saat
amiloglukosidaz
FoodPro Alkali Proteaz (580,000— .
Badem pH 9.0, 60 dakika Souza ve
650,000 DU/g), pH 8-10, 50°C, 1-2 ’ ' %70
posast 9. p 50°C ° ark. (2019)
saat
1g/L N- I-
Kirmiz1 Viscozyme® L, Celluclast® 1.5 L, glic St;(r:]eety
deniz Shearzyme® 500 L, Alcalase® 2.4 (NAZZ)+4 IL %90 Naseri ve
L FG, pH 7.0, 60°C, 0.2-0.4% g" 0 ark. (2020)
yosunu (viw), 14 saat NaOH, 90 dakika,
' 25°C
'\SI:;QS: Viscozyme® L (60 FBGU/ML), pH ~ pH 11.0, 30 V514,20 izrluae”\’/:‘
5,30° kik kika, 25° '
yapraklari 5.5, 30°C, 30 dakika dakika, 25°C ark. (2021)
. o Alpiger ve
g PRI IC 00N IS s g
g protein, (2023)
. . Y
Siyah FoodPro® Alkaline Protease, pH pH 9.0, 60 dakika, %81 aar;a ve
fasulye 9.0, 50°C, 0.5% (w/w), 1 saat 50°C 0 (202 A;a)
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Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

o Vergara-

Zeytin Celluclast 1.3 L, pi1 5.0, 55, = 5y ssec,  1.87-664  Barberan
apragi Enzim aktivitesi: 1500 NCU/g, 15 dakika mg/g protein ve ark
YaPragl g bstrat:enzim 5% (v/v), 15 dakika ggp '
(2015)

. .. a-amilaz, Substrat:enzim %1, pH 100 WIL, 20/35 0 Yang ve
Siyah piring 7.8, 50°C, 3 saat kHz 4895k (018)
Chlorella Seliilaz, Substrat:enzim %1 (w/w), 1000 W, 26 Zhang ve

. . %72.41
pyrenoidosa pH 5.0, 50°C, 3 saat dakika ark. (2018)
Piring Alkalaz, 1.248 AU/100 g enzim, pH Gorgiic ve
W %
kepegi 9.8, 43°C, 98 dakika 836 688 ark. (2019)
.. . 550 W I
Piring Alkalaz, 1.82 AU/100 g enzim, pH Gorgiic ve
kepegi 9.8, 43°C, 68 dakika (vakumda), 8 %66 ark. (2020)
peg R ' dakika '
. .. Alkali proteaz, Substrat:enzim %1 , 0 Wang ve
Pikan cevizl—— 1w), pH 10.0, 50°C, 15 dakika J15 wicy #2551 ek 2021
. Yang ve
Kinoa ~ Akall pr;’éeacz ;if)Gjat?ing 100, 400 W %26.72 ark.
’ (2024b)

2.3 Biyoaktif Peptitler

Biyoaktif peptitler, protein zincirlerinde baslangicta inaktif olarak bulunan, ancak

sindirim siiregleri sirasinda serbest birakildiklarinda c¢esitli Onemli fiziksel ve
biyokimyasal 6zellikler gosterebilen 6zel protein parcaciklaridir (Wang ve Selomulya,
2020). Bu peptitlerin, tip 2 diyabet, obezite, hipertansiyon, norolojik ve inflamatuar
hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarinin 6nlenmesinde kullanilabilecek potansiyel
tiriinler oldugu bildirilmistir (Udenigwe ve Aluko, 2012; Udenigwe ve ark., 2021).
Kimyasal ilaglarla karsilastirildiginda toksisite riski tasimayan biyoaktif peptitler farkli
gida kaynaklarindan elde edilebilir. Ayrica, biyoaktif peptitlerin yaslanmay1 geciktirici,
anti-kanser, antimikrobiyal, kolesterol disiiriicii ve biiylimeyi tetikleyici gibi ¢ok ¢esitli

etkilere sahip oldugu da bilinmektedir (Wang ve Selomulya, 2020).

Biyoaktif peptitler, tipki proteinler gibi biyolojik aktivitelerini gosterebilecek ii¢ boyutlu
yapilar olustururlar ve bu nedenle gidalarin {iretimi, tasinmasi ve depolanmasi sirasinda,
ayrica sindirim sisteminde c¢esitli yapisal degisikliklere ugrayabilirler. Bu yapisal
degisikliklerin sicaklik, pH ve enzim aktivitesi gibi cesitli faktorlerden etkilendigi
bilinmektedir (Wickham ve ark., 2009; McClements, 2018). Viicut fonksiyonlari
tizerinde olumlu etkilere sahip oldugu diisiiniilen biyoaktif peptitler, proteinlerin 6zel

parcalanma {irlinleridir ve amid ya da peptit baglar1 ile birbirine bagli amino asitlerden
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olusan organik maddelerdir. Bu peptitler, hormon ya da ilag benzeri aktiviteler
gosterebilme yetenegine sahip olmalari ile dikkat ¢ekmektedir. Genellikle 2-20 amino
asit uzunlugunda olan biyoaktif peptitler, sindirim sisteminde enzimatik hidroliz yoluyla

olusarak kan dolasimina gecebilir ve viicutta sistematik fayda saglayabilirler (Moller ve
ark., 2008).

2.3.1  Biyoaktif peptit iiretimi

Proteinler, diyet alaninda fizyolojik olarak aktif bilesenler olarak giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Gidalarda dogal olarak bulunan pek ¢ok proteinin fizyolojik aktiviteleri,
ozellikle in vitro ve in vivo enzimatik hidroliz islemleri sonrasi belirgin hale gelmektedir.
Son yillarda, bitkisel proteinlerin zengin bir biyoaktif peptit kaynagi oldugu ortaya
konmustur (Korhonen ve Pihlanto, 2006). Gida kaynakli biyoaktif peptitler, metabolizma
tizerinde diizenleyici etkiye sahip olup bitkisel ve hayvansal kaynaklilardan elde
edilebilmektedirler (Hartmann ve Meisel, 2007). Protein zincirinde inaktif durumda
bulunan bu peptitler, sindirim enzimleri veya proteolitik mikroorganizmalarin salgiladigi
enzimler araciligiyla, ya da fermantasyon yolu ile hidroliz edilerek aktif hale gelmektedir
(Korhonen ve Pihlanto, 2006). Ozellikle siit iiriinlerinden elde edilen bu peptitlerin yani
sira yumurta, siit, balik ve et gibi hayvansal kaynakli proteinler ile soya ve bugday gibi
bitkisel proteinler de biyoaktif 6zellikler gostermektedir (Hartmann ve Meisel, 2007).
Hidroliz i¢in kullanilan enzimler, isleme kosullar1 ve elde edilen peptitlerin boyutu dahil
olmak tizere cesitli faktorler peptitlerin biyoaktif 6zelliklerini etkilemektedir. Uygun bir
gida proteini secildikten sonra, ilgi duyulan peptitleri serbest birakmak i¢in tek veya
birden fazla spesifik veya spesifik olmayan proteazlar kullanilarak enzimatik hidroliz
gerceklestirilir. Biyoaktif peptitlerin tiretiminde dikkate alinmasi gereken bazi faktorler
arasinda hidroliz siiresi, proteinlerin hidroliz derecesi, enzim-substrat oranlar1 ve

proteinin hidroliz 6ncesinde 6n islemi yer alir (Inouye ve ark., 2009).

Gida proteininden tiiretilen peptit arastirmalarinda siklikla karsilagilan zorluk, giiclii
biyoaktiviteye sahip yiiksek verimli peptit iirlinleri elde etmektir. Bu sinirlama, enzimatik
gida proteini hidrolizatlarinin daha fazla islenmesine yol agar. Bu nedenle protein
hidrolizinden sonra elde edilen peptit iiriinii, biyoaktiviteyi arttirmak amaciyla saflagtirma

islemlerine tabi tutulur. Membran ultrafiltrasyonu ve jel filtrasyon kromatografisi,
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tanimlanmis molekiiler agirlik araliklarindaki peptitleri konsantre etmek igin, 6zellikle in
vivo proteolitik sindirime daha fazla dayanabilen diisiik molekiiler agirlikli peptitler
iceren fraksiyonlar elde etmek i¢in kullanilmaktadir. Ters fazli HPLC, ozellikle
peptitlerin yapi-fonksiyon 6zelliklerini incelerken, peptitleri hidrofobik 6zelliklerine gore
parcalamak icin kullanilmaktadir (Pownall ve ark., 2010). Belirli net yiiklere sahip peptit
fraksiyonlari segici iyon degisim kolonlari kullanilarak kromatografi ile elde edilebilir (Li
ve Aluko 2005; Pownall ve ark., 2011). Elektrodiyaliz-ultrafiltrasyon olarak bilinen yeni
bir membran teknolojisi, tanimlanmis molekiiler boyutlardaki katyonik, anyonik ve nétr
peptitleri ayirmak i¢in kullanilmistir. Bu yontem, diisiik molekiiler boyutlu biyoaktif
peptitlerin net yiiklerle sec¢ici olarak ayrilmasi ve konsantre edilmesinde yiiksek verimlilik
gostermistir (Firdaous ve ark., 2009; Doyen ve ark., 2011). Ek olarak, bitkisel
proteinlerden enzimatik hidroliz yolu ile elde edilen hidrolizatlarin aktif karbon ile
doldurulmus bir kolondan gecirilmesi veya basitge aktif karbon ile karistirilmasi yoluyla
biyoaktif peptitlerin elde edildigi calismalar mevcuttur (Adachi ve ark., 1993; Udenigwe
ve Aluko 2010).

Biyoaktif peptitlerin antioksidan aktiviteleri, antimikrobiyal 6zellikleri ve anti-diyabetik
etkileri, peptitlerin amino asit dizilimlerine baglidir ve bu peptitlerin birden fazla
fonksiyonel oOzellik gosterdigi bilinmektedir (Erdmann ve ark., 2008). Biyoaktif
peptitlerin liretim teknigi biyoaktif peptitlerin aktivitelerini etkileyebilmektedir (Ulug ve
ark., 2021). Fermantasyon yontemi ile biyoaktif peptit liretiminin diisiik verimliligi ve bu
stirecte peptit olusumunun rastgele gelismesi nedeniyle bu yoOntem endiistriyel
uygulamalarda pek yaygin degildir (Raveschot ve ark., 2018). Buna karsin, kimyasal
hidroliz, biyoaktif peptit iiretimi i¢in en basit ve en ekonomik yontem olarak One
cikmaktadir. Bu yontemde, asidik veya bazik ortamda peptit baglar kirilarak biyoaktif
peptitler ve serbest amino asitler tiretilir (Wang ve ark., 2017a). Ancak, kimyasal hidroliz
ile biyoaktif peptit iiretimini sinirlayan en biiyiik sorun islem sirasinda ¢esitli kimyasal
bilesiklerin olugsmasidir. Giiclii kimyasallar veya solventler kullanilarak gergeklestirilen
hidroliz islemleri, yiiksek sicaklik ve pH kosullar1 gerektirir ve bu durum biyoaktif
peptitlerin biyokimyasal o6zelliklerini olumsuz etkileyerek fonksiyonel o6zelliklerin
azalmasina yol agabilir (Kristinsson ve Rasco, 2000). Bu nedenlerden 6tiirii, biyoaktif
peptitlerin iiretimi i¢in en uygun yontem olarak enzimatik hidroliz tercih edilmektedir.

Enzimatik hidroliz yontemi, enzim aktivitesi, substrat konsantrasyonu, pH ve sicaklik
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gibi islem degiskenlerinin kolayca kontrol edilebilmesi sayesinde hem literatiirde hem de
endiistride biyoaktif peptit iiretiminde en yaygm kullanilan yontem haline gelmistir
(Zambrowicz ve ark., 2013). Bu yontemin biyoaktif peptit iiretiminde tercih edilmesinin
baslica sebepleri arasinda toksik kimyasallarin ortamda bulunmamasi, organik
solventlerin kullanilmamasi ve yliksek verim sayilabilir (Marciniak ve ark., 2018).
Boylece, enzimatik hidroliz, hem ¢evre dostu bir yaklasim sunmakta hem de saglik
acisindan faydali biyoaktif peptitlerin iiretiminde etkili bir yontem olarak

degerlendirilmektedir.

2.3.2  Enzimatik hidroliz ile biyoaktif peptit iiretimi

Son yillarda, insan sindirim sistemini taklit eden sistemlerin olusturulmasiyla biyoaktif
peptitlerin biyoyararliliklarin1 inceleyen c¢alismalarin sayist artmaktadir (Ulug ve ark.,
2021). Biyoaktif peptitler, proteinlerin proteolitik enzimler araciligiyla ardisik olarak
hidroliz edilmesiyle kiiclik fraksiyonlara ayrilarak iiretilmektedir (Singh ve ark., 2021).
Hayvansal kaynakli enzimler arasinda pepsin, tripsin ve kimotripsin; bitkisel kaynakli
enzimler arasinda ise bromelain, papain ve fisin bulunmaktadir. Ayrica, mikrobiyal
kaynakli enzimler de biyoaktif peptit iiretiminde siklikla kullanilmaktadir Literatiirde
biyoaktif peptit liretiminde en ¢ok kullanilan ticari ve mikrobiyal kaynakli enzimlerden
biri alkalazdir. Bu enzimi flavourzyme, notraz ve protamex izlemektedir. Hayvansal
kaynakli enzimler olan pepsin, tripsin ve kimotripsin de mikrobiyal kaynakli enzimler
gibi sikg¢a kullanilmaktadir. Bununla birlikte, papain ve bromelain gibi bitkisel
kaynaklardan iiretilen enzimler biyoaktif peptit iiretiminde daha az tercih edilmektedir.
(Pihlanto-Leppéld, 2000; Anusha ve Bindhu, 2016; Ohata ve ark., 2016). Antioksidan
ozelliklere sahip biyoaktif peptitlerin liretiminde saf veya ticari enzimler kullanilabilecegi
gibi farkli enzim karigimlar1 da tercih edilebilmektedir (Sanchez ve Vazquez, 2017).
Literatiirde farkli enzimler kullanilarak biyoaktif peptitlerin {retildigi calismalar

mevcuttur.

Esteve ve ark. (2015) zeytin ¢ekirdeklerinden bes farkli proteaz kullanarak antioksidan
ve anti-diyabetik etkiye sahip biyoaktif peptitler iiretmistir. Bu ¢alismada, alkalaz enzimi
ile elde edilen hidrolizatin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenirken,

termolisin enzimi ile elde edilen hidrolizatlarin en yliksek anjiyotensin doniistiiriicii
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enzim (ACE) inhibisyon kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, ayn1
protein hidrolizatinin farkli enzimlerle hidrolizasyonu sonucunda farkli Ozellikte
biyoaktif peptitlerin olusabilecegini gostermistir. Gonzalez-Garcia ve ark. (2014) erik
cekirdeklerinden alkalaz, termolisin, flavourzyme ve proteaz P enzimlerini kullanarak
ultrasonik destekli enzimatik hidroliz yontemiyle biyoaktif peptit iiretmislerdir. Alkalaz
ile elde edilen hidrolizatlarin, diger enzimlerle elde edilen hidrolizatlara kiyasla en yiiksek
antioksidan ve anti-diyabetik aktiviteye sahip oldugu Dbildirilmistir. Ayrica,
ultrasonikasyon igleminin tiim enzimler i¢in hidroliz siiresini kisalttig1 gézlemlenmistir.
de Castro ve Sato (2014) soya protein izolatindan mikrobiyal proteazlar1 kullanarak
antioksidan kapasiteye sahip biyoaktif peptitler iretmislerdir. Yapilan ¢calismada, substrat
ve enzim konsantrasyonlari ile hidroliz siiresi gibi islem parametrelerinin optimizasyonu
gerceklestirilmis ve DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi yanit olarak kullanilmistir. Elde
edilen sonuglara gore, flavourzyme soya protein izolatindan biyoaktif peptit {iretimi i¢in
en uygun enzim olarak belirlenmistir. Soya protein izolatlarindan pepsin, tripsin, alkalaz
ve proteaz P kullanilarak antioksidan etkiye sahip biyoaktif peptitlerin tiretildigi ¢esitli
calismalar mevcuttur (Chen ve ark., 2002; Wu ve Ding, 2002; Tsuruki ve ark., 2003;
Gouda ve ark., 2006). Yapilan bu calismalar, farkli dizilimlere sahip peptitlerin
tiretildigini ve bu peptitlerin antioksidan ve anti-diyabetik etkiler gosterdigini ortaya
koymaktadir. Karama¢ ve ark. (2016) ise keten tohumu protein izolatlarindan tripsin,
papain, pankreatin, alkalaz ve flavourzyme enzimlerini kullanarak antioksidan etkiye
sahip biyoaktif peptitlerin iiretimini gerceklestirmistir. Antioksidan aktiviteye sahip
peptitlerin eldesinde en diisiik etkinin papainle saglandigi, alkalaz ve pankreatin
enzimlerinin ise en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip peptitlerin {retimini
gerceklestirdigi belirtilmistir. Ayrica, elde edilen hidrolizatlarin, hidroliz derecesi veya
biyoaktif peptitlerin molekiiler agirliklarinin antioksidan aktivite ile dogrudan iliskili
olmadig1 tespit edilmistir. Alkalaz hidrolizatindan elde edilen 6.5 kDa’dan daha kiigiik
fraksiyonlarin, pankreatin ile elde edilen 1 kDa’dan daha kiiciik fraksiyonlarla benzer
antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir. En yiiksek hidroliz derecesine sahip enzim
flavourzyme olmasina ragmen, en yiliksek antioksidan kapasiteye sahip biyoaktif
peptitlerin alkalaz ve pankreatin enzimleri ile elde edildigi gézlemlenmistir (Karamac ve
ark. 2016). Segura-Campos ve ark. (2013) ¢iya tohumu protein izolatlarindan alkalaz ve

flavourzyme enzimleri kullanarak ACE inhibisyon aktivitesine sahip protein
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hidrolizatlar1 iiretmistir. Calismanin sonuglari, 6ncelikle alkalaz ardindan flavourzyme
kullanilarak elde edilen hidrolizatlarin yiiksek ACE inhibisyon aktivitesine sahip
oldugunu ve bu iirlinlerin fonksiyonel gida iiretiminde kullanilabilecegini ortaya
koymustur. Chalé ve ark. (2016) Mucuna pruriens (kadife fasulye) tohumlarindan pepsin-
pankreatin ve alkalaz-flavourzyme enzim karisimlar kullanarak biyoaktif peptit tiretimi
gerceklestirmistir. Yapilan calismada, farkli enzim karigimlar ile elde edilen hidroliz
derecelerinin birbirinden farkli oldugu, dolayisiyla olusan peptit fraksiyonlarmin da
degiskenlik gosterdigi bildirilmistir. Mulla ve Ahmed (2019) tere tohumu protein
izolatindan alkalaz enzimi ile biyoaktif peptit iiretimi gergeklestirmisler ve elde edilen
protein hidrolizatlarinin  karakterizasyonunu yaparak, emiilsifikasyon ve kopiik
ozellikleri ile antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Sonuclara gore, alkalaz enzimi
kullanilarak olusturulan hidrolizatlarin antioksidan aktiviteleri hidroliz derecesinin
artistyla onemli Olciide yiikselmistir. Chai ve ark. (2019) sinameki tohumu protein
izolatin1 kullanarak alkalaz enzimi ile biyoaktif peptit liretimi gergeklestirmis ve elde
edilen peptitlerin gastrointestinal sindirim sistemi modelinde stabilitesini korudugunu
bildirmislerdir. Castillo ve ark. (2017) bamya tohumlarindan elde edilen protein izolatini
pepsin ve a-kimotripsin enzimleri kullanarak hidrolize etmis ve ACE inhibisyonuna sahip
biyoaktif peptit tiretimini ger¢eklestirmistir. Calismanin bulgulari, a-Kimotripsin enzimi
ile olusturulan biyoaktif peptit fraksiyonlarinin pepsin ile liretilenlere gore daha yiiksek
ACE inhibisyon kapasitesine sahip oldugunu gostermistir. Kareem ve ark. (2018) pepsin,
tripsin ve papain enzimlerini kullanarak bamya tohumu protein izolatindan biyoaktif
peptit tretimini gergeklestirmistir. Elde edilen biyoaktif peptitlerin antioksidan
aktiviteleri incelenmis ve pepsin ile lretilen hidrolizatlarin, tripsin veya papain ile
tiretilenlere gore daha yiiksek hidroliz derecesi ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica, protein hidrolizatlarinin protein izolatlarina kiyasla daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Kheeree ve ark. (2020) feslegen tohumu
protein izolatindan alkalaz enzimi ile biyoaktif peptit liretim siirecinin optimizasyonunu
ACE inhibisyon aktivitesi ve hidroliz derecesi yanitlarini kullanarak ger¢eklestirmistir.
Yapilan calismada, 55°C sicaklik, 103 dakika inkiibasyon siiresi ve %7.0 (w/v)
enzim:substrat orani ile en yiiksek hidroliz derecesi ve ACE inhibisyonu saglanmistir.
Elde edilen sonuglar, feslegen tohumlarimin anti-hipertansif 6zelliklere sahip biyoaktif

peptitlerin iiretiminde 6nemli bir hammadde olarak degerlendirilebilecegini ortaya
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koymustur. Bir baska ¢alismada, Afifah ve Gan (2016) alkalaz enzimi ile feslegen tohumu
protein izolatindan biyoaktif peptit {iretimini gergeklestirmis ve drneklerin antioksidan
aktivitelerini incelemistir. Elde edilen bulgular, feslegen tohumlarinin hem antioksidan
aktiviteye hem de a-amilaz inhibisyon aktivitesine sahip biyoaktif peptit fraksiyonlarina

sahip oldugunu gostermistir.

Literatiirde gerceklestirilen caligmalar degerlendirildiginde, bitkisel kaynakli protein
izolatlarindan biyoaktif peptit liretiminde alkalaz ve flavourzyme gibi ticari enzimler ile
pepsin enziminin 6ne ¢iktig1r goriilmektedir. Bu enzimlerin tek basina ya da farkl
oranlarda karigimlarimin kullanimi ile bitkisel kaynaklardan biyoaktif peptitlerin
iretilebilecegi diisliniilmektedir. Farkli enzimlerin birlikte kullanimi ile elde edilen
biyoaktif peptitlerin fonksiyonel gidalarda kullanim potansiyeli ve sagliga olan katkilari
tizerine daha fazla arastirma yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Ayrica, her bir enzim
karisiminin biyoaktif peptitlerin biyoyararhiligi ve fonksiyonel 6zellikleri {izerindeki
etkileri incelenerek biyoaktif peptitlerin gelistirilmesi ve ¢esitli saglik yararlarinin

optimize edilmesi hedeflenmelidir.

2.3.3  Biyoaktif peptitlerin fonksiyonel 6zellikleri

Biyoaktif peptitlerin antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite, anti-inflamatuar
aktivite, anti-hipertansif aktivite, immiinomodiilator aktivite ve anti-kanser aktivite gibi
birgok farkli karakteristik 6zelligi bulunmaktadir. Bu 6zellikler sayesinde literatiirde ve
endiistride biyoaktif peptitler ile ilgili birgok c¢alisma yapilmaktadir. Reaktif oksijen
tiirleri hiicre hasarmma yol acgarak kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
hipertansiyona neden olmaktadir (Ibrahim ve ark., 2018). Biyoaktif peptitlerin
antioksidatif 6zellikleri onlarin bilesimleri, olusum siirecleri ve hidrofobiklikleri ile
dogrudan iliskilidir. Ornegin, histidin, glutamik asit, prolin, tirozin, sistein, metiyonin ve
fenilalanin gibi amino asitler antioksidan 6zellikleri ile dikkat ¢eken 6nemli bilesenlerdir
(Gorska-Warsewicz ve ark., 2018). Amino asitler aktivitelerini gergeklestirmek i¢in pro-
oksidan metal iyonlarina baglanabilir, hidroksil radikallerini temizler ve/veya lipit
peroksidasyonunu engelleyebilirler. Bu etkilesimlerin sonucunda her bir amino asit,
tiirline bagli olarak benzersiz bir antioksidan olarak katkida bulunur (Li ve ark., 2008).

Cogu antioksidan peptit, 4-16 amino asit kalintis1 igerir ve 0.4-2 kDa araliginda bir

25



molekiiler agirliga sahiptir. Peptitlerin molekiiler boyutu hem hedef bolgelere giden
yollar1 hem de mide-bagirsak sindirim siirecini etkileyerek potansiyel olarak in vivo
antioksidan aktiviteyi artirir (Toldra ve ark., 2018). Tirozin igeren peptitler, antioksidan
etkilerini esas olarak hidrojen atomu transferi yoluyla gosterirken, sistein, triptofan ve
histidin igeren peptitler ¢ogunlukla tek elektron transferi yoluyla etki gosterir (Esfandi ve
ark., 2019). Tirozin ve fenilalanin gibi aromatik amino asitler elektron eksikligi olan
radikallere proton verme konusunda oldukca etkilidir. Bu 6zellik, biyoaktif peptitlerin
radikal temizleme yeteneklerini 6nemli Olgiide artirir. Histidin igeren peptitlerin
antioksidan kapasitesinin, hidrojen dondrliigii ve lipit peroksil radikalini yakalama
ozellikleri ile baglantili oldugu dogrulanmistir (Ajibola ve ark., 2011). Siilfidril grubu
iceren sisteinlerin ise radikallerle birincil reaksiyonlari nedeniyle antioksidan etki
gosterdigi belirtilmistir (Sarmadi ve Ismail, 2010). Chen ve ark. (2022), siyah fasulye
protein hidrolizatlar1 ve biyoaktif peptit fraksiyonlarinin antioksidan 6zelliklerini ortaya
koymuslardir. Bhadkaria ve ark. (2023), fasulye (Vigna aconitifolia (Jacq.)) tohumu
protein izolatindan alkalaz kullanarak antioksidan aktiviteye sahip biyoaktif peptit
tretimi  gerceklestirmiglerdir. Trigui ve ark. (2021), c¢orekotu proteinlerinin
hidrolizasyonunu Savinase® kullanarak gerceklestirmigler ve antioksidan aktiviteye
sahip biyoaktif peptit tiretmeyi basarmislardir. Xue ve ark. (2015) nohut proteininden elde
edilen biyoaktif peptitlerin antioksidan aktivitesini ortaya koymuslardir. Lu ve ark. (2019)
ile Chatterjee ve ark. (2015) susam proteininden elde edilen biyoaktif peptitlerin
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, soya fasulyesi, bugday
tohumu, kenevir tohumu, piring kepegi, susam kepegi, bugday kepegi ve kolza tohumu
gibi endiistriyel gidalardan ve yan iirlinlerinden elde edilen bitki bazli proteinler

antioksidan 6zelliklere sahip biyoaktif peptitler icermektedir (Gorgii¢ ve ark., 2020).

Antimikrobiyal 6zellikli biyoaktif peptitler, kisa (20-46 amino asit kalintist), bazik (lizin
veya arjinin bakimidan zengin) ve amfipatik ozellikte olanlar olmak {izere li¢ gruba
ayrilmaktadir. Bu peptitlerde genellikle 16sin, izolosin, valin, fenilalanin ve triptofan gibi
hidrofobik kalintilar bol miktarda bulunur (Haney ve Hancock, 2013). Antimikrobiyal
peptitler hiicre zarini etkileyerek ve hiicre boliinmesi gibi biyolojik siirecleri degistirerek
etki gosterir (Yadavalli ve ark., 2016). Antimikrobiyal peptitlerin, bakteriyel membranlar
icinde kanallar veya gozenekler olusturdugu, anabolik aktiviteleri inhibe ettigi, gen

ekspresyonunda ve sinyal iletiminde degisiklikler yaptig1 ve anjiyogenezi tesvik ettigi
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varsayllmaktadir. Ornegin, siitiin antimikrobiyal etkisi kapsamli arastirmalarla
kanitlanmistir. Gastrointestinal sistemde laktoferrisine hidrolize edilen laktoferrin, ¢esitli
diger biyoaktif peptitlerin sentezine Onemli bir katkida bulunur ve kendi basina
antimikrobiyal yetenege sahiptir (Kamali ve Ehsani, 2017). Ayrica, deniz iiriinlerinde de
antimikrobiyal peptitler kesfedilmistir. Hamsi pisirme atik suyundan izole edilen bir
peptit, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Shigella dysenteriae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium ve Streptococcus pneumoniae gibi
birgok mikroorganizmanin gelisimini inhibe etmistir (Tang ve ark., 2015). Aguilar-Toala
ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, <3 kDa fraksiyonundaki ¢iya protein
hidrolizatinin, 3-10 kDa fraksiyonundan daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur. Arulrajah ve ark. (2020) kenaf tohumu proteinlerinden L. casei ve
L. pentosus kullanarak fermantasyon yolu elde edilen biyoaktif peptitlerin antimikrobiyal
ozelliklerini bildirmislerdir. Song ve ark. (2020) pamuk tohumu proteininden alkalaz
kullanilarak elde edilen biyoaktif peptitlerin antimikrobiyal 6zellige sahip oldugunu tespit

etmislerdir.

Bazi bitkilerden elde edilen peptitlerin anti-inflamatuar etkiler sergiledigi belirlenmistir
(Liu ve ark., 2022a). In vitro arastirmalar, misir ve soya fasulyesi gibi protein
hidrolizatlarinin gii¢lii bir anti-inflamatuar etkisi oldugunu géstermektedir (Mochizuki ve
ark., 2010; Kovacs-Nolan ve ark., 2012). Reyes-Diaz ve ark. (2019) tarafindan yapilan
bir derlemede, baklagil proteinlerinden Ozellikle soya fasulyesi ve barbunya gibi
kaynaklardan elde edilen peptitlerin, prostaglandin E2 (PGE2), nitrik oksit (NO),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), siklooksijenaz 2 (COX-2), sitokinler ve
kemokinler gibi ¢esitli inflamatuar gostergeleri diizenleyebilecegi belirtilmistir. Simdiye
kadar, lunasin, VPY ve y-glutamil peptitlerinin anti-inflamatuar aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ancak bu peptitlerin etki mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilmamastir.
Ayrica, anti-inflamatuar aktiviteye sahip peptitleri iceren hidrolizatlar ve tek tek peptitler

hakkinda daha fazla bilgi toplanmasi gerektigi vurgulanmustir.

Modern toplumda yasam tarzindaki degisiklikler nedeniyle hipertansiyon tedavisinde kan
basincini diisiiriicii faydalar1 olan fonksiyonel gidalara duyulan ihtiya¢ artmaktadir.
Hipertansiyon, kalp ve bobrek hastaliklari, ateroskleroz ve felg gibi bircok saglik

sorununa yol agabilmektedir (Lee ve Hur, 2017). Protein hidrolizatlar1 tarafindan iiretilen
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anti-hipertansif peptitler ACE inhibitorleri olarak da bilinir ve bu peptitler hipertansiyonla
ilgili en ¢ok ¢alisilan bilesikler arasinda yer almaktadir (Iwaniak ve ark., 2014). ACE
anjiyotensin I’'nin anjiyotensin II’ye doniisiimiinii katalize ederek kan basincinin
yiikselmesine neden oldugu i¢in dnemli bir etkiye sahiptir. C-terminalindeki aromatik
amino asit kalintilart ve N-terminalindeki hidrofobik amino asit kalintilart peptitlerin
ACE fizerindeki inhibisyonunu daha etkili hale getirmektedir (Acquah ve ark., 2018).
Farkli bitkisel kaynaklar anti-hipertansif aktiviteye sahip aktif peptitler igermektedir.
Ornegin bezelye (izoldsin-arginin, lizin-fenilalanin ve glutamik asit-fenilalanin), soya
fasulyesi (aspartik asit-16sin-prolin ve aspartik asit-glisin) ve piring (izoldsin-histidin-
arginin-fenilalanin) bu grupta yer almaktadir. (Gorgii¢ ve ark., 2020). Marambe ve ark.
(2008) tarafindan gerceklestirilen bir calismada, yagi alinmis keten tohumu proteini
hidrolizatinin ve hidrolizattan elde edilen tripeptitlerin ACE aktivitesini azalttig1 ve
kardiyovaskiiler hastalik riskini diislirdiigii tespit edilmistir. Wang ve ark. (2017b) piring
kepeginden elde edilen bir biyoaktif peptidin giiclii bir ACE inhibitor etkisine sahip
oldugunu belirlemistir. Tuomilehto ve ark. (2004) tarafindan yiiriitillen baska bir
calismada ise, siitten elde edilen biyoaktif tripeptitlerin orta derecede hipertansiyonu olan
hastalarda kan basincini diisiirdiigii bulunmustur. Mune ve ark. (2018) Bambara fasulyesi
proteinlerinden alkalaz, tripsin ve termolisin enzimleri ile elde ettikleri biyoaktif
peptitlerin anti-hipertansif aktivitelerini tespit etmislerdir. Bhadkaria ve ark. (2023)
fasulye tohumu protein izolatindan alkalaz kullanarak biyoaktif peptit {retimi
gerceklestirmigler ve <3 kDa peptit fraksiyonunun anti-hipertansif aktivitesini ortaya
koymuslardir. Segura-Campos ve ark. (2011) boriilce protein izolatindan flavourzyme
kullanilarak elde ettikleri biyoaktif peptitlerin ACE inhibisyonu sagladigini
bildirmislerdir.

Immiinomodiilatdr aktivite, insan bagisiklik sisteminin dogru ¢alismasi i¢in gereklidir.
Biyoaktif peptitlerin immiinomodiilator etkisi, sitokin regiilasyonu, antikor olusumu,
reaktif oksijen tiirleri yoluyla bagisiklik sisteminin uyarilmasi, tiibiilindeki
konformasyonel degisiklikler ve protein sentezinin inhibisyonu ile iliskilidir (Udenigwe
ve Aluko, 2012). Ayrica, amino asit igeri8i, dizisi, uzunlugu, yiikii, hidrofobikligi ve
peptit yapisi immiinomodiilator fonksiyonla baglantilidir. Diislik molekiil agirlikli soya
proteini hidrolizatlarinin ve bir¢ok pozitif yiikli peptidin immiin modiilasyonunu

uyardigi kanitlanmistir (Kong ve ark., 2008). Kovacs-Nolan ve ark. (2012) ve Chatterjee
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ve ark. (2018) soya proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptitlerin immiinomodiilatér
etkisini ortaya koymustur. Tok ve ark. (2021) arpa proteini hidrolizatlarindan elde edilen
biyoaktif peptitlerin benzer sekilde immiinomodiilator aktivitesini bildirmislerdir.
Literatlirde ay¢igegi proteini, ceviz proteini, keten tohumu proteini ve pirin proteini gibi
bitkisel kaynaklardan elde edilen biyoaktif peptitlerin immiinomodiilator aktiviteleri
tespit edilmistir (Matsumoto ve ark., 2001; Ma ve ark., 2015; Xu ve ark., 2019;
Velliquette ve ark., 2020).

Gidalardan elde edilen protein hidrolizatlarindan anti-kanser &zelliklere sahip
peptitlerinin iiretimi gerceklestirilebilmektedir. Ozellikle piring ve soya proteini
hidrolizatlarinin anti-kanser etkileri daha 6nce ortaya konmustur. Piringten anti-kanser
ozellikli biyoaktif peptitler, piring kepegi proteinlerinin alkalaz ile hidrolizi ile
iretilmistir (Kannan ve ark., 2010). Peptitlerle ilgili anti-kanser aragtirmalarinin ¢ogu
lunasin iizerinde yogunlagmistir. Lunasinin anti-kanser 6zellikleri, hiicre adezyonu i¢in
gerekli olan arjinin-glisin-aspartik asit dizisi ve 9 aspartik asit kalintisina sahip bir
poliaspartik asit zinciri icermesine baglidir. Bu peptit soya veya bugday tanelerinden
tiiretilmektedir (Dia ve Mejia, 2011; Bhandari ve ark., 2020). Fermente soya fasulyesi
ekstraktlarmin MCF7 meme kanseri hiicre hattinin ¢ogalmasini etkiledigi ve gen
ekspresyonunu azalttig1 belirlenmistir. Arastirmacilar, bu ekstraktlarin donustiiriicti
bliylime faktérii (TGF) yolunu wuyararak meme kanserini etkili bir sekilde
Onleyebilecegini gostermistir (Hwang ve ark., 2011). Badger ve ark. (2005) ise soya
peptit konsantrelerinin meme, prostat ve mide-bagirsak kanserlerinin gériilme sikligini
azalttigin1 belirtmislerdir. Soya peptidi konsantrelerinin kanser vakalarint %80 oraninda
azaltabilecegi ifade edilmistir. Ayrica, siyah soya fasulyesi, mas fasulyesi kiispesi ve
Adzuki fasulyesinden elde edilen peptitlerin 200-600 g/mL konsantrasyonlarda kanser
hiicrelerini baskiladigi bulunmustur (Chen ve ark., 2017). Ancak, bu anti-kanser peptitleri
yalnizca in vitro olarak incelenmis olup, peptitlerin biyoyararliligi konusunda daha fazla

arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Zaky ve ark., 2022).

Anti-diyabetik aktiviteye sahip ve bitkisel kaynaklardan iiretilen farkli biyoaktif peptitler
literatiirde mevcuttur. Vilcacundo ve ark. (2017), kinoa proteinlerinden elde edilen
biyoaktif peptitlerin anti-diyabetik aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Mudgil ve

ark. (2023) keten tohumu ve ¢iya tohumu proteinlerinden alkalaz, bromelain ve papain
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kullanarak elde ettikleri protein hidrolizatlart i¢in yiiksek a-glukosidaz inhibitor etkisi
bildirmiglerdir. Awosika ve Aluko (2019) sar1 bezelye protein hidrolizatina uygulanan
ultrafiltrasyon sonucunda elde edilen fraksiyonlarin anti-diyabetik aktiviteye sahip
oldugunu bildirmislerdir. Ngoh ve ark. (2017) fasulye protein izolatindan Protamex
kullanilarak a-amilaz inhibitor peptitlerini basartyla elde etmislerdir. Literatiirde ayrica
selatlama aktivitesine sahip peptitlerin varligi bildirilmistir. Bamdad ve Chen (2013) arpa
protein hidrolizatini ultrafiltrasyon yontemiyle ¢esitli fraksiyonlara ayirmislar ve kiiciik
molekiiler agirliga sahip peptitlerin demir icin yiiksek selatlama aktivitesine sahip
oldugunu rapor etmislerdir. Chen ve ark. (2022) siyah fasulye protein hidrolizatlari ve
biyoaktif peptit fraksiyonlarinin selatlama aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.
Selatlama aktivitesine sahip biyoaktif peptitler ayrica susam (Wang ve ark., 2012), nohut
(Megias ve ark., 2007; Torres-Fuentes ve ark., 2015) ve aycicegi (Megias ve ark., 2008)
gibi bitkisel kaynaklardan da elde edilmistir.

Biyoaktif peptitler, fonksiyonel ozellikleri sayesinde beslenme ve saglik alanlarinda
biiyiikk bir potansiyele sahiptir. Antimikrobiyal 6zellikleri ile gida giivenligine katki
saglayarak gidalarda raf Omriinii uzatma potansiyeli tasirlar. Bu peptitlerin gida
endiistrisinde dogal koruyucu maddeler olarak kullanimi, gida giivenligini artirmak ve
koruyucu madde ihtiyacin1 dogal kaynaklarla karsilamak acisindan umut vericidir.
Ayrica, anti-inflamatuar 6zellikleriyle sagligi desteklemekte ve diyet takviyeleri ya da
dogal tedavi segenekleri olarak degerlendirilebilmektedirler. Anti-hipertansif etkileri ise,
ozellikle diisiik molekiil agirlikli peptitlerin ACE inhibisyonu yoluyla kan basicini
diistirmesi seklinde kendini gosterir ve hipertansiyonun dnlenmesinde potansiyel bir
tedavi yolu sunar. Bu durum, fonksiyonel gidalarin gelecekte hipertansiyon gibi kronik
hastaliklarin 6nlenmesinde daha genis kapsamli kullanimimi desteklemektedir. Bitkisel
kaynakli biyoaktif peptitler i¢cin yeni kaynak arayislart devam ederken, feslegen ve
tohumlar1 gibi biyoaktif bilesen igerigi zengin bitkilerin de degerli birer peptit kaynag:

olabilecegi diisliniilmektedir.

2.4 Feslegen ve Feslegen Tohumu

Feslegen olarak bilinen Ocimum basilicum L., Labiatae familyasina ait tek yillik bir

baharat bitkisidir. Feslegen adi1, Yunanca ‘Kral” anlamina gelen ‘Basileus’ kelimesinden
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tiiretilmistir ve tip, kozmetik, ilag ve gida endiistrilerindeki genis kullanim alani nedeniyle
siklikla “bitkilerin krali” olarak anilmaktadir (Bilal ve ark., 2012). Bu bitki esas olarak
Hindistan, Afrika ve Giiney Asya gibi sicak ve tropik bolgelerden gelmektedir (Putievsky
ve Galambosi, 1999). Giiniimiizde diinyanin her yerinde bulunabilmektedir (Nadeem ve
ark., 2020). O. basilicum, Fransa, Macaristan, Yunanistan ve diger Gliney Avrupa iilkeleri
ile Kuzey ve Giiney Amerika dahil olmak {izere pek ¢ok sicak ve iliman iilkede ticari

olarak yetistirilmektedir (Pushpangadan ve ark., 2012).

Feslegen, antik caglardan beri farkli sekillerde kullanilmistir. Yapraklar gidalara belirgin
bir tat ve aroma katmak icin taze veya kurutulmus olarak kullanilabilir. Ayn1 zamanda
iceceklerin, likorlerin, sirkelerin, ¢aylarin ve peynirlerin imalatinda da kullanilmaktadir.
Feslegen bitkisinin dallar1 ve yumusak odunsu saplari, farkli gidalara tatlandirict madde
olarak eklenebilirken, ¢igekleri gesitli yemek ve igeceklerde kullanilmaktadir (Nadeem
ve ark., 2020). Yaprak ve ciceklerden elde edilen ucucu yaglar gida, ilag ve kozmetik
endiistrilerinde kullanilmaktadir (Khaliq ve ark., 2017). Diyet lifi kaynag1 olarak unlu
mamullere biitiin olarak veya ogiitiilerek eklenir. Tohumlar, gorsel ve fonksiyonel
amaglarla meyve bazli icecekleri zenginlestirmek i¢in de kullanilmaktadir
(Hajmohammadi ve ark., 2016; Naji-Tabasi ve ark., 2017). Feslegen tohumlar1 diyet lifi
acisindan zengin olup, fonksiyonel bir bilesen olarak biiylik bir potansiyele sahiptir.
Feslegen tohumlarindan elde edilen miisilaj genis ¢apta incelenmis ve emiilsifiye edici,
kopiirtiicii, koyulastirici, stabilize edici, viskozite artirict ve jellestirici 6zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir (Mathews ve ark., 1993; Osano ve ark., 2014; Naji-Tabasi ve ark.,
2016; Naji-Tabasi ve ark., 2017; Kim ve ark., 2020). Feslegen tohumlar1 yalnizca
besleyici degeri agisindan degil, ayn1 zamanda anti-diyabetik, antimikrobiyal, antioksidan
ve anti-kanser aktiviteleri gibi saglik yararlari agisindan da 6nemlidir (Imam ve ark.,
2012; Gajendiran ve ark., 2016).

Feslegen tohumlarmin boyutlari, ekildigi bolgeye ve geldigi iilkeye gore degisiklik
gostermektedir. Feslegen tohumlarinin goriintiisiinde genel olarak siyah renk ve
gbzenekli yiizeyler goriilmektedir (Uematsu ve ark., 2020). Ayni iilkeden (Sirbistan)
ancak farkl bolgelerden toplanan tohumlarin uzunluk, genislik ve kalinlik agisindan

onemli farkliliklar gosterdigi bildirilmistir. Ote yandan, aymi ¢alismada Iran feslegen
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tohumlarinin Sirp feslegen tohumlarina gore daha biiyiik oldugu gosterilmistir. Boyuttaki
bu farkliliklarin nem ile iliskili oldugu, nem igerigi artttkca boyutun da arttigi
bildirilmistir (Choi ve ark., 2020). Benzer biiylikliikteki iki tohumun nem igeriginin
sirastyla %9.1 ve %5.5 oldugu bildirilmistir (Hosseini-Parvar ve ark., 2010; Razavi ve
ark., 2010).

Yapilan ¢alismalar, protein eksikliginin en sik goriilen yetersiz beslenme tiirii oldugunu
ve bunun siiresine ve yogunluguna bagli olarak bir¢ok fizyolojik sonuca yol agabilecegini
bildirmistir (Hastreiter ve ark., 2020). Kalori degerlerinin %12’sinden fazlasini
proteinden saglayan bitki bazli gidalar, dikkate deger protein tedarikgileri olarak kabul
edilmektedir ve bu durum, vejetaryen ve vegan beslenmeye olan ilginin arttig
giiniimiizde 6zellikle 6nem tagimaktadir. Sunulan veriler, tath feslegen tohumlarimin %10
ile %22.5 arasinda degisen yiiksek protein igerigine sahip oldugunu gostermektedir. Bu
bulgular, feslegen tohumlarinin beslenme ve insan sagligi acisindan degerli bir protein
kaynagi oldugunu ortaya koymaktadir (Calderén Bravo ve ark., 2021). Cizelge 2.5’te
feslegen tohumlarinin amino asit bilesimi yer almaktadir. Calderon Bravo ve ark. (2021)
feslegen tohumlarinin amino asit bilesimini farkli ¢alismalardan derlemistir. Sonuglar,
glutamik asit ve aspartik asidin O. basilicum tohumlarindaki esansiyel olmayan baslica
amino asitler oldugunu gostermistir. Ayrica, triptofan harig tiim esansiyel amino asitlerin
bu tiirde yliksek miktarlarda bulunmasi, feslegen tohumlarinin beslenme agisindan degerli

bir protein kaynagi olabilecegini gostermistir (Calderon Bravo ve ark., 2021).

Feslegen tohumlar1 geleneksel olarak hazimsizlik, iilser, ishal, bogaz agris1 ve bobrek
bozukluklarinin tedavisinde dogal bir ilag olarak kullanilmaktadir (Hosseini-Parvar ve
ark., 2010; Bilal ve ark., 2012; Mabood ve ark., 2017). Feslegen tohumlar1 ayrica idrar
soktiiriicii, ates duisiiriicli, afrodizyak ve dizanteri 6nleyici olarak da kullanilmistir (Bilal
ve ark., 2012; Mabood ve ark., 2017). Feslegen tohumlarindan elde edilen miisilaj, gesitli
endiistriyel ve gida uygulamalarinda kullanilmaktadir. Ornegin, diisiik tuzlu et
tirlinlerinde su baglayic1 madde olarak (Lee ve Chin, 2020), pandispanyalarda yag
ikamesi olarak (Song ve ark., 2017) ve siit proteini ile etkilesimi sayesinde puding (siit
proteini jeli), dondurma ve az yagl yogurt gibi tirlinlerde jellestirici ve stabilize edici bir

madde olarak islev gormektedir (Song ve ark., 2019). Feslegen tohumu miisilajinin
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tirtinlerin reolojik 6zelliklerini iyilestirdigi, sineresisi azalttig1 ve yiiksek jel mukavemeti
sagladig1 bildirilmistir (BahramParvar ve ark., 2012; Song ve ark., 2019; Kim ve ark.,
2020). Ayrica, ekmek ve diger unlu mamullerin fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerini
gelistirmek amaciyla katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Israr ve ark., 2017). Ayrica,
feslegen tohumu yagi, yag icerigi ve bilesimi nedeniyle endiistriyel uygulamalar i¢in
potansiyel faydali 6zellikler gostermektedir (Angers ve ark., 1996). Bununla birlikte,
kozmetik uygulamalar i¢in feslegen tohumu yagini soguk presleme yontemiyle elde eden
bazi firmalar bulunmaktadir; ancak bu gibi iirlinler gida smifi standartlarina uygun

degildir (Gajendiran ve ark., 2016).

Cizelge 2.5. Farkli feslegen tohumlarinin amino asit bilesimi (mg/100 mg) (Karnchanatat
ve ark., 2014; Ziemichod ve ark., 2019)

Amino asit O. basilicum O. tenuiflorum
Aspartik asit 4.61 1.45
Serin 3.58 1.00
Glutamik asit 10.55 3.16
Glisin 3.12 0.89
Histidin 1.70 0.65
Arginin 8.48 2.05
Treonin 2.16 0.60
Alanin 2.65 0.80
Prolin 2.25 0.66
Tirozin 2.08 0.52
Valin 2.63 0.77
Lizin 1.56 0.54
[zol6sin 191 0.54
Losin 4.02 1.13
Fenilalanin 3.49 0.93
Sisteik asit ND 0.58
Metiyonin siilfon ND 0.90
Triptofan ND 0.96

Sonu¢ olarak, feslegen ve feslegen tohumlari, besin degeri, saglik yararlar1 ve
fonksiyonellik agisindan onemli bir potansiyele sahiptir. Tohumlarin protein igerigi,

amino asit profili ve saglik yararlar1 bu bitkinin hem gida hem de farmasotik
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endistrilerinde 6nemli bir kaynak olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.
Feslegen tohumlarinin islenmesi, depolanmasi ve kullanim yontemleri iizerine daha fazla
arastirma yapilmasi bu kaynaklarin potansiyelini daha iyi anlamak ve degerlendirmek i¢in

kritik 6neme sahiptir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Tez ¢alismasinda kullanilan fesle§en tohumlari insan tiiketimine uygun, ilaglanmamis
sekilde Tokat’ta bulunan iireticilerden yerli tohum olarak temin edilmistir. Oncelikle,
feslegen tohumlarmin igerisindeki yabancit maddeler gorsel olarak incelenmis ve elle
uzaklastirilmistir. Daha sonra, feslegen tohumlari bir blender (Sinbo SCM 934, Tiirkiye)
kullanilarak 6giitiilmiistiir. Ogiitiilen tohumlar 630 um ¢apinda bir elekten gegirilmis ve
elek altina gecen fraksiyonlar toplanmistir. Yiiksek yag icerigine sahip feslegen
tohumlarinda  (%18.88+0.11) yag giderme islemi n-hekzan kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yagi alinmig 6giitiilmiis feslegen tohumu 6rneklerinin toplam protein
icerigi %34.86+0.42 olarak belirlenmis olup tez ¢alismasinda bu 6rnekler kullanilmistir.
Ornekler analizlerde kullanilincaya kadar agzi  kapali cam kavanozlarda

-18°C’de depolanmustir.
3.2 Ekstraksiyon islemi ve Protein izolatlarimin Uretimi

Feslegen tohumlarindan protein ekstraksiyonu oncesinde uygulanan enzimatik 6n islem
icin bir deneysel tasarim olusturulmustur (Cizelge 3.1). Enzimatik 6n islem ic¢in pH,
sicaklik, enzim miktar1 ve islem siiresi bagimsiz degiskenler, protein verimi ve indirgen
seker icerigi ise bagimli degiskenler olarak tanimlanmistir. Bagimsiz degiskenlerin sinir
degerleri yapilan 6n denemeler neticesinde, pH 3.0-5.0, sicaklik 35-50°C, enzim miktar1
(Viscozyme® L, Novozymes, Almanya) 0.5-5.0 Fungal Beta-Glukanaz tinitesi (FBGU)/g
tohum ve islem siiresi 1-4 saat olarak sec¢ilmistir. Enzimatik 6n islem i¢in segilen
Viscozyme® L, seliilaz, hemiseliilaz ve pektinaz enzimlerinden olusmaktadir. Cizelge
3.1’e gore enzimatik 6n islem uygulandiktan sonra, 6rneklerin pH’s1 9.0’a ayarlanmis ve
1 saat boyunca karistirilarak protein ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Klasik alkali
ekstraksiyonun ardindan, 6rnekler 25°C’de 6000 rpm’de (Hettich Universal 320R, 1620A
rotor, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Almanya) 15 dakika siireyle santrifiijlenmis ve

slipernatant fazlar saklanmistir.
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Ekstraksiyon iglemi sonrasinda elde edilen siipernatant fazlara Kjeldahl protein tayini
(AOAC, 2000) wuygulanarak protein igerigi belirlenmistir. Protein miktarinin
hesaplanmasinda 6.25 katsayisi kullanilmistir. Ekstraksiyon verimi, 6giitiilmiis ve yagi
alinmig feslegen tohumlarinda baslangigta bulunan protein miktar: ile ekstraktlardaki

protein miktarinin oranlanmasi ile hesaplanmistir (Esitlik 3.1).

Ekstraksi imi (%)= Ekstraktta bulunan protein (g) %100 (3.1)
STASLyon Ver L)~ Yag1 alinmus ve 6giitiilmiis feslegen tohumunda bulunan protein (g)

Ekstraksiyon sonrasinda, sivi fazdaki indirgen sekerler DNS (3,5 dinitrosalisilik asit)
yontemi (Miller, 1959) kullanilarak belirlenmis ve sonuglar mg glukoz/g tohum olarak

ifade edilmistir.

Cizelge 3.1. Enzimatik 6n islem i¢in olusturulan deneme plani

Enzim miktari

Deneme No. pH Sicaklik (°C) (FBGUIq) Siire (saat)
1 4.0 45 2.75 3
2 5.0 45 2.75 1
3 5.0 35 2.75 3
4 3.0 45 0.50 3
5 4.0 45 2.75 3
6 5.0 45 0.50 3
7 4.0 45 5.00 5
8 5.0 45 5.00 3
9 4.0 45 0.50 5
10 4.0 35 2.75 1
11 4.0 45 5.00 1
12 4.0 45 0.50 1
13 4.0 55 5.00 3
14 3.0 55 2.75 3
15 4.0 55 2.75 1
16 5.0 55 2.75 3
17 5.0 45 2.75 5
18 4.0 35 5.00 3
19 4.0 55 0.50 3
20 4.0 35 2.75 5
21 4.0 55 2.75 5
22 3.0 45 2.75 5
23 4.0 45 2.75 3
24 3.0 45 2.75 1
25 3.0 35 2.75 3
26 4.0 45 2.75 3
27 4.0 35 0.50 3
28 4.0 45 2.75 3
29 3.0 45 5.00 3
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Enzimatik 6n islemin ardindan, klasik alkali ekstraksiyondan farkli olarak ultrasonik
destekli ekstraksiyon islemi (UDE) de gerceklestirilmistir. Cizelge 3.1’deki deneysel
tasarima gore enzimatik on islem ve klasik alkali ekstraksiyon islemleri
gerceklestirildikten sonra optimum kosul belirlenmistir. Optimum kosulda uygulanan
enzimatik 6n igslemin ardindan 6rneklere UDE islemi uygulanmistir. UDE isleminde,
orneklerin pH’s19.0’a ayarlanmis ve ultrasonik prob kullanilarak %60 genlikte 10 dakika
sonikasyon uygulanmistir. UDE isleminde ultrasonik genlik, yiizde olarak ifade
edilmekte olup, sonikator probunun uzunlamasina olusturabilecegi dalga mesafesini
temsil etmektedir. Calismada, 2" ¢apinda proba sahip laboratuvar dlgekli bir sonikator
(Q 500, Q Sonica, 500 W, 20 kHz, ABD) kullanilmistir. Ultrasonik prob sistemi, su
gecirmez akustik kopiikle kapl i¢ duvarlar1 olan ses gecirmez bir muhafaza i¢inde yer
almaktadir. Sonikasyon islemi 250 mL hacminde, 9.5 cm yiikseklik ve 7.5 cm c¢ap
dlciilerine sahip borosilikat cam beherde gerceklestirilmistir. Orneklerin asir1 1sinmasini

onlemek icin o degeri 0.8 olarak ayarlanmistir ve bu deger, o= t,¢/(taitiapan) Olacak
sekilde hesaplanmustir. Burada t,.; sonikasyonun aktif oldugu siireyi (s) ve tiapan

sonikasyonun pasif oldugu siireyi (s) ifade etmektedir. Ayrica, ekstraksiyon sicakliginin

sabit tutulmasi (~ 25°C) amaciyla bir buz banyosu diizenegi kullanilmistir.

Tez calismasinda ii¢ farkli protein izolat: iiretilmistir. ilk izolat, enzimatik &n islem
uygulanmamis ve klasik alkali ekstraksiyon ile (pH 9.0, 1 saat) elde edilen kontrol (K)
ornegidir. Ikinci izolat (E+KE), optimum enzimatik &n islem kosullarinda klasik
ekstraksiyon (pH 9.0, 1 saat) ile elde edilmistir. Ugiincii izolat (E+UDE) ise optimum
enzimatik 6n islem kosullarinda UDE islemi (pH 9.0, %60 genlik, 10 dakika) kullanilarak

tretilmistir.

Ekstraksiyon islemleri sonrasinda, siipernatant fazlar 0.1 N ve 1 N HCI kullanilarak pH
4.0’a ayarlanmig ve feslegen tohumu proteinleri 6 saat boyunca ¢oktiiriilmiistiir.
Coktiirme sonrasinda, ornekler 25°C’de 9000 rpm’de 60 dakika santrifiijlenmis,
siipernatant faz uzaklastirilmis ve ¢okelti pH 4.0’a ayarlanmis distile su ile 3 kez
yikanmistir. Her yikama islemi sonrasinda 6rneklere santrifiij islemi (6000 rpm, 5 dakika)
uygulanmistir. Yikanmis ¢okeltiler pH 7.2°deki distile su iginde ¢oziilmiis ve -18°C’de
72 saat dondurularak kurutulmustur (Christ Alpha 1-4 LSC Plus, Almanya). Kontrol

protein izolati (K), enzimtklasik ekstraksiyon (E+KE) ve enzim+ultrasonik destekli
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ekstraksiyon (E+UDE) islemleri ile elde edilen protein izolatlarinin nem igerigi sirasiyla
%3.24+0.06, %3.37+£0.06 ve %3.32+0.05, protein icerigi sirasiyla %86.14+0.11,
%90.08+0.61 ve %91.12+0.44, yag icerikleri sirasiyla %0.19+0.01, 9%0.12+0.03 ve
0.14+0.02, kil igerikleri sirastyla %1.14+£0.21, %1.36+£0.08 ve %1.38+0.07 olarak

belirlenmistir. Ug farkl1 protein izolat:1 analizler yapilana kadar -18°C’de saklanmistr.

3.3 Protein izolatlarimin Karakterizasyonu

Ug farkli protein izolatinin koagiile protein yiizdesi, su tutma kapasitesi, yag tutma
kapasitesi, koplik ozellikleri (kopiik kapasitesi ve kopiik stabilitesi), emiilsifikasyon
ozellikleri (emiilsiyon aktivitesi, emiilsiyon stabilitesi ve emiilsiyon kapasitesi) ve
coziintirliik 6zellikleri belirlenmistir. Ayrica protein izolatlarinin molekiiler agirliklari,
yapisal ve termal 6zellikleri ortaya konmustur. Ek olarak enzim+ultrasonik ekstraksiyon

islemi ile tiretilen protein izolatinin (E+UDE) amino asit profili belirlenmistir.

3.3.1  Koagiile protein yiizdesinin belirlenmesi

Protein izolatlarimin koagiile protein yiizdesi, Kramer ve Kwee (1977) tarafindan
tanimlanan yontem kullanilarak belirlenmistir. Bu amagcla, 0.2 g protein izolati, pH 7.0’ da
0.025 M 10 mL sitrat-fosfat ¢ozeltisi i¢inde ¢6ziilmiis ve ardindan santrifiij edilmistir.
Stipernatant faza Biiiret reaktifi eklenmis ve ¢ozelti karanlik bir ortamda bekletilmistir.
Daha sonra ¢ozelti, 100°C’de 15 dakika 1sitilmis ve ardindan sogutulmustur. Sogutma
isleminin ardindan 1sitma islemi tekrar uygulanmistir. Isitma 6ncesi (A1) ve 1sitma sonrasi
(A2) orneklerin absorbanslart 540 nm’de 6Slgiilerek, % koagiile protein degeri Esitlik 3.2

kullanilarak hesaplanmastir.

A=Ay

Koagiile protein (%) = %100 (3.2)

1
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3.3.2  Su ve yag tutma kapasitelerinin belirlenmesi

Protein izolatlarinin su tutma kapasitesini belirlemek i¢in, 250 mg protein izolatina 15
mL saf su eklenmis ve karisim vorteks (Isolab Vorteks Mikser 622.01.001, Tiirkiye) ile
karistirilarak ornekler oda sicakliginda 1 saat bekletilmigstir. Daha sonra, drnekler 3000
rpm hizinda 20 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant
faz uzaklastirilmis ve kalan 6rnek tartilmistir. Su tutma kapasitesi, g su/g kuru 6rnek
olarak hesaplanmistir. Yag tutma kapasitesinin belirlenmesi i¢in, su tutma kapasitesinde
uygulanan yontem su yerine natiirel sizma zeytinyagi kullanilarak tekrarlanmistir. Yag

tutma kapasitesi, g yag/g kuru drnek olarak ifade edilmistir (Li ve ark., 2022).

3.3.3 Kopiik ozelliklerinin belirlenmesi

Protein izolatlariin kopiik kapasitesi ve koplik stabilitesi, Timilsena ve ark. (2016)
tarafindan Onerilen yontemle belirlenmistir. 20 g/L. konsantrasyonundaki protein izolati
sulu ¢ozeltileri, bir homojenizator (Ultra-Turrax IKA T-18 Basic, ABD) kullanilarak
10000 rpm’de 5 dakika boyunca homojenize edilmistir. Kopiik kapasitesi (%),
homojenizasyon dncesindeki toplam hacim (Vo) ve homojenizasyon sonrasindaki toplam

hacim (V1) kullanilarak Esitlik 3.3 ile hesaplanmustir.

(V1-Vo)

Kopiik kapasitesi (%) = x100 (3.3)

0

Kopiik stabilitesi ise, homojenizasyon isleminden sonra oda sicakliginda 60 dakika

bekletilen 6rnegin toplam hacminin (V2) belirlenmesiyle hesaplanmustir (Esitlik 3.4).

Képiik stabilitesi (%) (V,-V()x100 (3.4
OpuK stapilites1 e —— .
p T TV, V)

3.3.4  Emiilsifikasyon 6zelliklerinin belirlenmesi

Protein izolatlariin emiilsiyon aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi, Pearce ve Kinsella
(1978) tarafindan gelistirilen ve Feyzi ve ark. (2018) tarafindan modifiye edilen
bulaniklik yéntemi kullanilarak belirlenmistir. {1k olarak, 22.5 mg 6rnek 15 mL’lik bir

tiipe tartilmis, ardindan iizerine 4.5 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) eklenmis ve 6rnek
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1 dakika boyunca vorteks ile karigtirilmistir. Bu karisima, ¢6zelti hacminin 1/3’{i oraninda
(1.5 mL) aygigegi yagi eklenmis ve 22000 rpm’de 2 dakika boyunca homojenizasyon

uygulanmustir.

Emiilsiyon stabilitesini belirlemek i¢in, homojenizasyon isleminin hemen ardindan (t=0),
250 pL emiilsiyon 1 g/L konsantrasyonda 50 mL sodyum dodesil siilfat ile karistirilmig
ve bu karisimin 500 nm’deki absorbans degeri kaydedilmistir (Ao). Ayni sekilde,
baslangi¢ emiilsiyonu oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra ayni islem
uygulanmis ve 500 nm’deki absorbans degeri kaydedilmistir (A1s). Emiilsiyon stabilitesi

(dak) Esitlik 3.5 kullanilarak hesaplanmustir.

Ay

Emiilsiyon stabilitesi (dak) = m Xt
0~AA15

(3.5)
Emiilsiyon aktivitesini hesaplamak i¢in, t=0 aninda alinan 800 pL emiilsiyon, yag hacim
fraksiyonunun (@) belirlenmesi amaciyla 120°C’deki etiivde 2 saat boyunca
kurutulmustur. Sabit tartima ulasilan 6rnek, desikatorde bekletildikten sonra tartilmis ve
icerisindeki kiitlesel yag fraksiyonu hesaplanmistir. Daha sonra, yagin 6zgiil agirlig
(0.918 g/mL) kullanilarak @ degeri belirlenmistir. Emiilsiyon aktivitesi (m?/g) Esitlik 3.6

kullanilarak hesaplanmastir.

2TxD  (2x2.303xA(xD)
OxC  (OxCxL)

Emiilsiyon aktivitesi (m?/g) = (3.6)
Burada, T tiirbidite (T= 2.303xAo/L), D seyreltme faktorii (200), @ emiilsiyon yag hacim
fraksiyonu (g yag/g drnek), C ¢ozeltideki protein konsantrasyonu (0.005 g/ml), L kiivet

yol uzunlugudur (102 m).

Protein izolatlariin emiilsiyon kapasitesi, Neto ve ark. (2001) tarafindan bildirilen ve
Feyzi ve ark. (2018) tarafindan modifiye edilen yonteme goére belirlenmistir. 10 mL
protein izolat1 ¢ozeltisine (10 g/L) esit hacimde ay¢icek yagi eklenmis ve 7200 rpm’de 2
dakika homojenize edilerek emiilsiyon olusturulmustur. Elde edilen emiilsiyonlara daha
sonra, 3250 rpm’de 2 dakika santrifiij uygulanmistir. Santrifiij islemi uygulanmadan 6nce
tiipte bulunan emiilsiyonun toplam yiiksekligi Ho (cm), iist faz yiiksekligi ise H1 (cm)

olarak Olclilmiis ve emiilsiyon kapasitesi (%) Esitlik 3.7 kullanilarak hesaplanmistir.
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H
Emiilsiyon kapasitesi (%) = H—l x100 (3.7)
0

3.3.5 Coziiniirlik 6zelliklerinin belirlenmesi

Protein izolatlarinin ¢oziiniirliikkleri (g/L), Feyzi ve ark. (2018) tarafindan bildirilen
yonteme gore belirlenmistir. Protein izolat1 ¢dzeltileri, saf su ile 10 g/L konsantrasyonda
hazirlanmis ve pH degerleri HCI ve NaOH kullanilarak 2.0-12.0 araliginda ayarlanmaistir.
Oda sicakhiginda 30 dakika karistirilan ornekler, 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir (Hettich Eba 21, Almanya). Orneklerin siipernatant fazindaki protein icerigi,
Bradford metodu (Bradford, 1976) kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Bu yontemde, 0.1 mL siipernatant faz {izerine 5 mL Bradford ¢ozeltisi eklenmis ve
karisim vorteks ile karistirtlmistir. Oda sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyondan sonra
orneklerin absorbanslar1 595 nm’de Olcililmiistiir. Standart olarak sigir serum albiimini
(BSA) kullanilmigtir. Bradford metodu igin hazirlanan standart egri Sekil 3.1°de
sunulmustur.

0.8 1 y = 0,6935x + 0,022

2=
07 R2=0,995

06 c.}
05 1

04

Absorbans

0,2 A

0,1 -

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Si1g1r serum albiimini (g/L)

Sekil 3.1. Bradford metodunda kullanilan standart egri

3.3.6  Molekiiler agirhigin belirlenmesi

Farkli protein izolatlarinda bulunan proteinlerin molekiiler agirliklarini belirlemek i¢in

sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yontemi (Laemmli,
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1970) kullanilmistir. SDS-PAGE islemi dikey elektroforezde Coomassie boyama teknigi
ile gerceklestirilmistir. Calismada %12’lik jel kullanilmis ve her 6rnek i¢in 10 pg ve 50
ng ornek yiiklenmistir. Ornekler, 200 V gerilim altinda 50 dakika yiiriitiilmiis ve jel
Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyanmuistir. ~10-180 kDa molekiil agirligina sahip
standart (Thermo Fisher PageRuler Prestained Protein Ladder) kullanilmistir. Orneklerin
molekiil agirliklari, Thermo Fisher Gel Analyzer 19.1 paket programi kullanilarak

hesaplanmustir.

3.3.7  Yapisal ozelliklerin belirlenmesi

Farkli protein izolatlarinin yapisal 6zellikleri, Fourier Dontigimlii Kizilotesi (FT-IR)
Spektrometresi (Perkin Elmer 400, ABD) kullanilarak belirlenmistir (Byler ve Susi,
1986). Analizde Elmas ATR metodu kullanilmis ve 4000-400 cm™ spektrum araliginda
Olctimler yapilmistir. FT-IR spektrumlari, protein izolatlarinin protein ikincil yapilarini
belirlemek i¢in Amid I bant bélgesi (1600-1700 cm™) dikkate alinarak incelenmistir.
Protein ikincil yapilarmin yiizdelik olarak belirlenmesinde, pik merkez noktalar1 baz
alimmis ve Peakfit v4.12 paket programi (Systat Software, ABD) yardimiyla piklerin

alanlar1 hesaplanmistir.

3.3.8 Termal ozelliklerin belirlenmesi

Farkl1 protein izolatlarinin denatiirasyon sicakliklar1 (Tq, °C) ve denatiirasyon entalpileri
(AHg, mJ/g) Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) cihazi (Perkin Elmer DSC 8000,
ABD) kullanilarak belirlenmistir. Analizler, azot ortaminda 10 mg 6rnek kullanilarak 20-

200°C sicaklik araliginda ve 5°C/dakika 1sitma hizinda gerceklestirilmistir.

3.3.9  Amino asit kompozisyonunun belirlenmesi

Enzim+ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile iiretilen protein izolatinin (E+UDE)
amino asit kompozisyonun belirlenmesi amaciyla 6rnege asit hidrolizi uygulanmis ve
orneklerin amino asit kompozisyonlari ultra hizli sivi kromatografisi (UFLC) yontemi ile
ultraviyole dedektor (UV) kullanilarak (Shimadzu 20A, Japonya) tespit edilmistir.

Kompozisyon analizleri alanin, arjinin, aspartik asit, fenilalanin, glisin, glutamik asit,

42



histidin, izol6sin, lizin, 16sin, metiyonin, prolin, serin, treonin, triptofan, trozin, valin igin
gergeklestirilmistir. Triptofan miktar1 tayininde ise yiiksek performanshi sivi
kromatografisi-fliioresans  dedektor (HPLC-FLD) (Shimadzu 20A, Japonya)

kullanilmistir.
34 Feslegen Tohumu Protein izolatindan Biyoaktif Peptit Uretimi

Enzim-+ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen protein izolatindan
(E+UDE) biyoaktif peptit liretimi amaciyla enzimatik hidroliz islemi uygulanmistir.
Enzimatik hidroliz isleminde kullanilan enzimler ilgili literatiir yardimiyla se¢ilmis ve tez
calismasinda alkalaz, flavourzyme ve pepsin enzimleri kullanilmigtir. Ayrica, enzimatik

hidroliz islemi ultrasonik destekli olarak gerceklestirilmistir.

Feslegen protein izolatlarina uygulanacak enzimatik hidroliz iglemi i¢in 6n deneme
sonugclar1 ve ilgili literatiir dogrultusunda bir deneysel tasarim olusturulmustur (Cizelge
3.2). Olusturulan tasarimda enzim:substrat oran1 (0.5-15 %), alkalaz:flavourzyme orani
0-1 (U/U) ve hidrolizasyon siiresi (60-240 dakika) bagimsiz degiskenler, hidroliz derecesi
ve DPPH inhibisyonunu bagimli degiskenler olarak segilmistir. Bu asamada, ortam pH’s1
on denemeler ile belirlenen pH 8.0’a ayarlanmistir. Belirlenen optimum enzimatik
hidroliz kosullarinda elde edilen 6rneklerin pH’s1 2.0’a ayarlanmis ve %5 enzim:substrat

oraninda 37°C’de 40 dakika pepsin uygulamasi gerceklestirilmistir.

Hidrolizasyon islemlerinin ardindan o6rnekler enzim inaktivasyonu i¢in 90°C’de 10
dakika sicak su banyosunda bekletilmis ve ardindan oda sicakligina buzlu su kullanilarak
hizlica sogutulmustur. FElde edilen protein hidrolizatlarinin saflagtirilmasinda
ultrafiltrasyon teknigi kullanilmistir. 15 mL hidrolizat, molekiiler agirlig1 ayirma sinir1
(MWCO) 10 kDa olan ultrafiltrasyon membranlara (Merck Millipore Ltd., Darmstadt,
Almanya) yiiklenmis ve 8000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Hidrolizat, santrifiij islemi sonrasinda molekiil agirligi1 >10 kDa ve <10 kDa
olmak tizere iki fraksiyona ayrilmistir. Molekiil agirligi <10 kDa olan fraksiyon biyoaktif

peptit olarak analizlerde kullanilmistir.

43



Cizelge 3.2. Feslegen tohumu protein izolatina uygulanan enzimatik hidroliz deneme
plani

Deneme No Enzim:Substrat Alkalaz:Flavourzyme Hidroliz Siiresi
' (%) Orani (U/U) (dak)
1 0.50 0.0 150
2 7.75 0.5 150
3 15.00 0.0 150
4 7.75 0.5 150
S 7.75 0.0 240
6 15.00 05 60
7 0.50 0.5 240
8 7.75 1.0 240
13 7.75 0.0 60
15 7.75 0.5 150

35 Biyoaktif Peptitlerin Karakterizasyonu

Optimum kosullarda elde edilen hidrolizatlar ve molekiil agirligi <10 kDa olan
fraksiyonlarin (biyoaktif peptit) karakterizasyonu amaciyla hidroliz dereceleri,
antioksidan aktiviteleri (DPPH, ABTS, hidroksil siipiirme aktivitesi, FRAP), selatlama
aktiviteleri, anti-hipertansif aktiviteleri, anti-diyabetik aktiviteleri ve antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica, <10 kDa fraksiyonlarin antioksidan aktivite, selatlama
aktivitesi, anti-hipertansif aktivite ve anti-diyabetik aktivite i¢in in vitro gastrointestinal

sistem stabiliteleri tespit edilmistir.

351 Hidroliz derecesinin belirlenmesi

Hidrolizasyonu gergeklestirilen protein izolatlarinin hidroliz dereceleri Qi ve ark. (1997)
tarafindan bildirilen yontem ile belirlenmistir. 5 mL hidrolizat 5 mL %20’lik
trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ile karistirilarak 6000 rpm’de 25°C’de 15 dakika
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Siipernatant fazda ve drnekte bulunan toplam azot

Kjeldahl yontemi ile belirlenerek hidroliz derecesi (%) Esitlik 3.8 ile hesaplanmustir.
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o - Stipernantant fazda bulunan azot miktar1 (mg)
Hidroliz Derecesi (%) = Brnok - x 100 (3.8)
rnekte bulunan azot miktari (mg)

3.5.2 Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Feslegen tohumu protein izolatlarindan elde edilen biyoaktif peptitlerin antioksidan
aktivitelerinin ortaya konmasi i¢cin DPPH inhibisyonu (%), ABTS inhibisyonu (%),
hidroksil serbest radikal siliplirme aktivitesi (%) kullanilarak ICso degerleri

hesaplanmistir. Ayrica, FRAP yontemi ile de antioksidan aktivite belirlenmistir.

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) inhibisyonu (%) Bersuder ve ark. (1998) tarafindan
bildirilen ve Bougatef ve ark. (2009) tarafindan modifiye edilen yonteme gore
belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki her bir 6rnegin 500 puL hacmindeki bir
miktari, 500 pL etanol ve 125 pL %0.02’lik DPPH (etanolde) ile karistirilmistir. Karigim
daha sonra karanlikta oda sicakliginda 60 dakika bekletilmis ve DPPH radikalinin
inhibisyonu 517 nm dalga boyunda bir spektrofotometre (T80+, UV/VIS
spektrofotometre, PG Instruments Ltd., Cin) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Kontrol 6rnegi,
peptit drnegi yerine yalnizca etanol igermistir. DPPH inhibisyonu (%) Esitlik 3.9 ile

hesaplanmustir.

. Kontrol absorbansi-Ornek absorbansi
DPPH Inhibisyonu (%) = Kontrol absorbans: x 100 (3.9)

ABTS (2,2'-azino-bis [3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit]) inhibisyonu (%) Re ve ark.
(1999) ve Xue ve ark. (2015) tarafindan bildirilen yontem ile gergeklestirilmistir. Ilk
olarak ABTS-K>S>0s ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu amagla, 7 mM ABTS stok ¢ozeltisi ve
2.45 mM K3S,0g hazirlanarak esit oranda karistirilmis ve 16 saat siire ile karanlik
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda hazirlanan ¢ozeltiden 1 ml alinarak 54 ml
tampon ¢ozelti (20 mM sodyum asetat, pH 4.5) icerisinde seyreltilmigtir. ABTS-K2S,0g
¢ozeltisinin 734 nm dalga boyunda okuma degeri 0.700+0.02 olarak elde edilmistir. 2 mL
ABTS stok ¢ozeltisi 25 pL peptit ¢ozeltisi ile 6 dakika boyunca karistirilmis ve absorbans
degeri 734 nm’de Olciilmistiir. Kontrol 6rnegi, peptit drnegi yerine yalnizca tampon

cozeltisi icermistir. ABTS inhibisyonu (%) Esitlik 3.10 kullanilarak hesaplanmistir.
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. Kontrol absorbansi-Ornek absorbansi
ABTS Inhibisyonu (%) = SRS B — x 100 (3.10)

Orneklerin hidroksil serbest radikal siipiirme aktiviteleri Yao ve ark. (2021) tarafindan
bildirilen yontem ile belirlenmistir. Bu amagla, dort farkli ¢ozelti (Axsr, Ao, Ax Ve Axo)
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin bilesimi Cizelge 3.3’te verilmistir. Hazirlanan
cozeltiler 37°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra oda sicakliginda sogutulmustur.
Ardindan Ays: Ornegi ile sifirlama yapilarak 510 nm’de 6rneklerin absorbans degerleri
okunmustur. Orneklerin hidroksil serbest radikal siipiirme aktiviteleri Esitlik 3.11 ile

hesaplanmustir.

Cizelge 3.3. Hidroksil siipiirme aktivitesi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

R (rﬁ L) (QT_O) (rﬁ 0 (rAnk|°_r)
9 mmol/L FeSOq 1 1 1 1
9 mmol/le_t;ﬁlc:lsmk asit 1 1 1 1
Biyoaktif peptit cozeltisi 6 6 - -
Hidrojen peroksit 1 - 1 -
Saf su - 1 6 7

X_AXO

A
Hidroksil Siipirme Aktivitesi (%)= (1- > x100 (3.11)

0

ICso degerleri, farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin % inhibisyon degerlerinin tespit
edilmesi ve grafige gecirilmesi sonucunda elde edilen dogrusal esitlikten %350

inhibisyonu saglayan 6rnek konsantrasyonunun belirlenmesi ile hesaplanmistir.

Orneklerin antioksidan aktiviteleri ayrica Benzie ve Strain (1996) tarafindan bildirilen ve
Chen ve ark. (2019) tarafindan modifiye edilen FRAP yontemi ile tespit edilmis ve

antioksidan aktivite pg Trolox/mL cinsinden ifade edilmistir.
3.5.3 Selatlama aktivitesinin belirlenmesi

Biyoaktif peptit 6rneklerinin metal selatlama aktiviteleri Boyer ve McCleary (1987)

tarafindan bildirilen ve modifiye edilen yontem ile gerceklestirilmistir. 940 pL 6rnek 20
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puL FeClz (2 mM) ve 40 uL. 5 mM ferrozin ¢ozeltisi ile karistirtlmistir. Kontrol i¢in 6rnek
yerine saf su kullanilmistir. Ornekler oda sicakliginda 20 dakika siire ile inkiibasyona
birakildiktan sonra 562 nm’de absorbanslari okunmustur. Orneklerin selatlama

aktiviteleri Esitlik 3.12 ile hesaplanmustir.
Selatlama aktivitesi (%):[(BS()Z -AS()Z)/BS()Z] x100 (312)

Burada, Bse2 kontrol 6rnegin 562 nm’deki absorbans degerini, Ase2 Orneklerin 562
nm’deki absorbans degerini ifade etmektedir. ICso degerleri, farkli konsantrasyonlardaki
¢ozeltilerin % selatlama degerlerinin tespit edilmesi ve grafige gegirilmesi ile %350

selatlamay1 saglayan 6rnek konsantrasyonu olacak sekilde hesaplanmistir.

3.5.4  Anti-hipertansif aktivitenin belirlenmesi

Orneklerin  anti-hipertansif &zellikleri Anjiyotensin Déniistiiriicii  Enzim (ACE)
inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesi ile gergeklestirilmistir. Orneklerin ACE
inhibisyon aktivitesi Hayakari ve ark. (1978) tarafindan bildirilen ve Chang ve ark. (2001)
tarafindan modifiye edilen yontem ile gergeklestirilmistir. Oncelikle 20 mM NazB4O7 ve
0.3 M NaCl (HCI ile pH 8.3’¢ ayarl) iceren Tampon A ve 0.1 M Na:B4sO7 ve 0.2 M
NaOH (NaOH ile pH 12.0’a ayarl) igeren Tampon B ¢d6zeltileri hazirlanmistir. Orto-
ftalaldehit (1.5 mL, 10 mg/mL etanolde) ve 2-merkaptoetanol ¢6zeltisinin (1.5 mL, 5
uL/mL etanolde) 100 mL Tampon B ile karigtirilmasiyla OPA ayiraci hazirlanmistir (o-
ftalaldehit ve 2-merkaptoetanol ¢6zeltilerinin yaklasik konsantrasyonu 1 mM olmustur).
ACE c¢ozeltisi ise Tampon A’da 40 mU/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Hippuril-
histidil-16sin (HHL) ¢ozeltisi ise Tampon A’da 15 mM olacak sekilde hazirlanmistir.
Cozeltilerin hazirlanmasinin ardindan ACE inhibisyon aktivitesi, A1, A2, Az ve As
absorbans degerlerinin 390 nm’de tespit edilmesi ile hesaplanmistir. A1 i¢in 100 pL
ornek, 100 uLL ACE ¢ozeltisi ve 100 uL HHL ¢6zeltisi, Az i¢in 100 pL 6rnek ve 200 pL
Tampon A, Az i¢in 100 uL Tampon A, 100 uL ACE ¢ozeltisi ve 100 pL. HHL ¢o6zeltisi
karistirilmis, A4 igin ise yalnizca 300 pL. Tampon A kullanilmistir. Tim ¢ozeltiler
37°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire bitiminde 3 mL OPA ayiraci kullanilarak
reaksiyon sonlandirilmistir. ACE inhibisyonu Esitlik 3.13 kullanilarak hesaplanmustir.
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ACE Inhibisyonu (%)=[1- (A;-A,)/(A3-A4)]x100 (3.13)

ACE inhibisyonuna karsilik peptit konsantrasyonu (mg/mL) ile olusturulan grafigin

dogrusal regresyon analizinden ICso degerleri hesaplanmaistir.
3.5.,5  Anti-diyabetik aktivitenin belirlenmesi

Orneklerin anti-diyabetik aktiviteleri, o-amilaz inhibisyonu ve a-glukosidaz inhibisyonu
ile iliskilendirilmistir. a-amilaz inhibisyonu, Vilcacundo ve ark. (2017) tarafindan
bildirilen ve Gonzalez-Montoya ve ark. (2018) tarafindan modifiye edilen yontem ile
gerceklestirilmistir. 50 pL 6rnek (pozitif kontrol olarak akarboz, negatif kontrol olarak
saf su) 100 pL a-amilaz ¢ozeltisi (2 U/mL, 0.02 M sodyum fosfat tampon pH 6.9) ile
karistirilmistir. 20°C’de 5 dakikalik 6n inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Ortama
100 uL %]1°lik nisasta ¢ozeltisi eklenmis ve 6rnekler ¢alkalamali su banyosunda 20°C’de
6 dakika inkiibasyona birakilmistir. Orneklere 100 uL DNS (3,5 dinitrosalisilik asit)
cozeltisi eklenmis ve 6rnekler 100°C’de 15 dakika bekletilmistir. Karigima 800 pL saf su
eklenerek 540 nm’de Ornegin absorbansi okunmustur. a-amilaz inhibisyon aktivitesi,
%100 enzim aktivitesine sahip negatif kontrole oranlanarak belirlenmistir. ICsp degeri (-
amilaz aktivitesini %50 oraninda inhibe eden 6rnek konsantrasyonu) a-amilaz inhibisyon

(%) grafigi kullanilarak tespit edilmistir.

a-glukosidaz inhibisyonu, Vilcacundo ve ark. (2017) tarafindan bildirilen ve Gonzalez-
Montoya ve ark. (2018) tarafindan modifiye edilen yontem ile gergeklestirilmistir. 100
uL ornek (pozitif kontrol olarak akarboz, negatif kontrol olarak saf su), 50 pL a-
glukosidaz (1 U/mL, 0.02 M sodyum fosfat tampon pH 6.9) ile karigtirllmistir. 37°C’de
5 dakika siire ile 6n inkiibasyon gergeklestirilmistir. Ortama 50 pL maltoz (2 mM)
eklenmis ve Ornekler calkalamali su banyosunda 37°C’de 30 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Orneklere 9000 rpm’de 5 dakika santrifiij uygulanmis ve elde
edilen siipernatantlarda bulunan glukoz konsantrasyonu DNS ile tespit edilmistir. o-
glukosidaz inhibisyon aktivitesi, %100 enzim aktivitesine sahip negatif kontrole
oranlanarak belirlenmistir. Biyoaktif peptit i¢in ICso degeri (a-glukosidaz aktivitesini
%350 oraninda inhibe eden 6rnek konsantrasyonu) a-glukosidaz inhibisyon (%) grafigi

kullanilarak tespit edilmistir.
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3.5.6  Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Biyoaktif peptitlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in Segura-Campos ve
ark. (2013) tarafindan bildirilen kagit disk difiizyon agar metodu kullanilmistir. Bu
amagla yaygin olarak kullanilan bes farkli patojen mikroorganizma (Staphylococcus
aureus, Escherichia. coli, Salmonella Typhimurium, Bacillus cereus ve Listeria

monocytogenes) se¢ilmistir.

3.5.7 Gastrointestinal sistem stabilitesinin belirlenmesi

Biyoaktif peptitlerin in vitro gastrointestinal sistem stabilitelerinin belirlenmesi i¢in agiz,
mide ve bagirsak sivilari, a-amilaz, pepsin, safra ve pankreatin enzimleri kullanilarak
hazirlanmistir. Gastrointestinal sistem stabilitenin in vitro olarak belirlenmesi igin
kullanilan kimyasallar ve her bir bolge (agiz, mide ve bagirsak) i¢in olusturulacak olan
cozeltilerin miktarlart Minekus ve ark. (2014) tarafindan bildirilen yonteme gore
hazirlanmustir. In vitro gastrointestinal sistem stabilitesi analizlerinde agiz basamagi icin
0.2 mL biyoaktif peptit 0rnegi iizerine 3.5 mL agiz sivist, 0.5 mL a-amilaz, 25 pL
CaCl2.2H20 ve 975 pL saf su eklenmistir. Elde edilen karigimin pH degeri 0.3 M
CaCl2.2H20 ¢ozeltisi ile pH 7.0’a ayarlanmistir. Numune insan viicut sicakligi olan
37°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda 2 dakika siire ile inkiibe edilmis ve
analizler icin 2 mL ornek ayrilmistir. Kalan 6rnekle mide asamasina gegilmistir. Bu
asamada ag1z asamasindan gelen 6rnek lizerine 6 mL mide sivisi, 1.28 mL pepsin, 4 uL
CaCl,.2H20, 0.16 mL HCI ve 0.556 pL saf su eklenmistir. Karisimin pH degeri mide pH
degeri olan 3.0’a ayarlanmistir. Ornek sonrasinda 37°C’ye ayarlanmis calkalamali su
banyosunda 2 dakika siire ile inkiibe edilmis ve analizler i¢cin 2 mL 6rnek ayrilarak
bagirsak asamasina gecilmistir. Bagirsak agamasinda Ornek {izerine 7.7 mL bagirsak
stvist, 3.5 mL pankreatin, 1.75 mL safra, 28 uL. CaCl2.2H.0, 0.105 mL NaOH ve 0.917
uL saf su eklenmistir. Karistm pH degeri NaOH ile 7.0’a ayarlanmistir. Ornekler
37°C’deki c¢alkalamali su banyosunda 2 saat inkiibe edilmistir. Agiz, mide ve bagirsak
asamalarinin her birinden alinan 6rneklerin antioksidan aktivite, anti-hipertansif aktivite

ve anti-diyabetik aktiviteleri belirlenmistir.
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3.6 Istatistiksel Analiz ve Optimizasyon

Istatistiksel analizler, SPSS 21.0 (SPSS Inc., ABD) ve Design Expert 7.0 paket
programlar1 kullanilarak yapilmistir. Deneysel verilerle tahmin edilen degerler arasindaki
farki belirlemek igin tek Ornek t-testi ve Orneklerin karsilastirilmasinda ‘Univariate
Varyans Analizi, Duncan post hoc’ testi SPSS 21.0 paket programi ile gergeklestirilmistir.
Islem degiskenlerinin etkilerini belirlemek i¢in uygulanan regresyon analizi, istatistiksel
analizler, yanit ylizey grafikleri ve optimizasyon islemleri Design Expert 7.0 (Stat-Ease,

Inc., ABD) paket programi ile yapilmistir.

Feslegen tohumundan protein ekstraksiyonu i¢in yapilan 6n denemeler dogrultusunda 29
noktal1 ve 4 faktorlii Box-Behnken deneme plani olusturulmusgtur. Feslegen tohumundan
proteinlerin ekstraksiyonunda enzimatik 6n islem i¢in yanit olarak protein verimi ve
indirgen seker igerigi secilmistir. Istenebilirlik (desirability) fonksiyonu yaklasimi ile en
yiiksek protein verimi ve indirgen seker icerigini saglayan kosullar tespit edilmistir.

Enzimatik 6n islem yanitlari i¢in olusturulan modeller Esitlik 3.14 ile gosterilmistir.

k

k1 k
Protein Verimi (%) Z Z 2, Z Z
; = X;+ Xi+ Xij
Indirgen Seker (mg glukoz/g tohum) =Bt 2B 1 B 4 L B, ij (3.14)
i= i=1 j=i

k=1,2,3,4

On denemeler dikkate alinarak feslegen tohumu protein izolat1 enzimatik hidrolizi igin 15
noktal1 ve 3 faktorlii Box Behnken deneme plani olusturulmustur. Feslegen tohumu
protein izolatina uygulanan enzimatik hidroliz islemi i¢in hidroliz derecesi ve DPPH
inhibisyonu (%) yanit olarak secilmis, istenebilirlik (desirability) fonksiyonu yaklagimi
ile en yiiksek hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonunu saglayan kosullar belirlenmistir.
Regresyon analizi ig¢in kullanilan modeller hidroliz derecesi i¢in Esitlik 3.15 ile

verilmistir.

k k k
Hidroliz Derecesi (%) 3 5
DPPH inhibisyonu (%) ~Bo* Z BXi+ Z BXi+ Z Z B i (3.15)

50



Esitliklerde, B sabit katsayiyi, B, i’inci gbzlemin katsayisini, Bij 1’inci gozlemin j’inci
katsayisini, k bagimsiz degisken sayisini, X i’inci bagimsiz degiskeni, Xj; ise i’inci

gbzlemin j’inci bagimsiz degiskenini ifade etmektedir.

Islem degiskenlerinin yanit iizerindeki etkileri, elde edilen sonuglara gore varyans analizi
(ANOVA) tablosu kullanilarak degerlendirilmistir. Varyans analizleri Design Expert
Version 7.0 paket programi ile gergeklestirilmistir. Ayrica, her bir bagimsiz degiskenin
yanit {izerindeki lineer, etkilesim ve kuadratik etkilerinin istatistiksel Onemliligi
belirlenmistir.  Etkilerin model agisindan istatistiksel Onemi ‘p’ degeri ile
degerlendirilmistir. Deneysel tasarimlarin merkez noktalarinda yapilan tekrarlarla kalinti
hata degerleri, saf deneysel hata ve model uygunsuzlugu olarak ayrilarak ANOVA
cizelgesinde gosterilmistir. Belirlenen optimum kosullarda ii¢ adet deneme ile dogrulama

testleri yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Feslegen Tohumundan Protein Ekstraksiyonu

Feslegen tohumunda bulunan proteinler i¢in enzimatik On islem sonrasi klasik
ekstraksiyona ait deneme plani, elde edilen protein verimi ve indirgen seker miktari
Cizelge 4.1°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek protein verimi
(%85.89+0.77) ve en yiiksek indirgen seker (153.01+1.27 mg/g) miktar1 pH’nin 3.0,
sicakligin 45°C, enzim miktarinin 5 FBGU/g tohum ve siirenin 3 saat oldugu kosullarda
elde edilmistir. En diisiik protein verimi (%48.68+0.53) ve en diislik indirgen seker
miktar1 (48.52+1.20 mg/g) ise pH'nin 4.0, sicakligin 35°C, enzim miktarinin 2.75
FBGU/g tohum ve siirenin 1 saat oldugu kosullarda belirlenmistir (Cizelge 4.1).
Sonuglara gore, indirgen seker miktari ile protein veriminin paralellik gdsterdigi, indirgen
seker miktarinin arttig1 kosullarda protein veriminin de arttifi gozlemlenmistir. Ayni
sicaklik, slire ve enzim miktar1 kosullarinda, pH 4.0 ve 5.0’a kiyasla pH 3.0’da hem
protein veriminin hem de indirgen seker miktarinin belirgin sekilde arttig1, azalan pH’nin
bu degerlerde artisa neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica, ayni enzim miktar1 ve siire
kosullar1 altinda tiim pH’larda sicaklik artisi ile protein verimi ve indirgen seker
miktarinda artis gozlenmistir. Benzer sekilde, ayni sicaklik ve siire kosullarinda, pH 3.0
ve 4.0 i¢in enzim miktarindaki artisin protein verimi ve indirgen seker miktarini artirdigt
belirlenmistir. Tiim pH degerlerinde, ayni sicaklik ve enzim miktarlar1 icin siire artisi ile
protein verimi ve indirgen seker miktarinin artis gdsterdigi saptanmistir (Cizelge 4.1).
Literatiirde enzimatik O0n islem ve klasik ekstraksiyon islem kosullarinin protein
ekstraksiyonuna etkisini gosteren bazi ¢alismalar mevcuttur. Rodrigues ve ark. (2014)
kolza tohumu posast protein izolat1 liretiminde yiiksek verim elde edebilmek icin
enzimatik karbonhidrazlar1 (Pectinex® Ultra SP-L, Celluclast® 1.5L ve Viscozyme® L)
kullanmislardir. En yiiksek karbonhidrat par¢alanma veriminin (%80) Viscozyme® L ile
saglandig bildirilmis, optimum kosullar olarak pH 3.5, 45°C, 24 saat ve 19.2 FBGU/g
yagsiz tohum olarak tespit edilmistir (Rodrigues ve ark., 2014). Zhang ve ark. (2009)
pamuk tohumu protein izolatinin alkali ekstraksiyonunda sicakligin artmasiyla birlikte
protein ekstraksiyon hizinin da arttigini, kat1 ve sivi arasindaki ara fazda kiitle aktarim
hizimin gelistigini ve bu nedenle sicakligin arttirilmasi ile kiitle aktarim hizi ve

¢ozlnlirliiglin arttirabilecegini, dolayisiyla ekstraksiyon hizinin arttigini bildirmislerdir.
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Yapilan diger calismalarda, enzimatik 6n islemin susam kepegi, yulaf kepegi ve yagsiz
soya unu gibi bitkisel materyallerden protein ekstraksiyonunda klasik ekstraksiyona gore
verimi artirdigi gosterilmistir (Guan ve Yao, 2008; Rosset ve ark., 2014; Gorgiig ve
ark., 2019). Gergeklestirilen tez ¢aligmasinda elde edilen sonuglarin literatiirden derlenen
enzimatik 6n islemli klasik ekstraksiyon c¢alismalart ile uyumlu oldugu goriilmiistiir
(Zhang ve ark., 2007; Rodrigues ve ark., 2014; Gorgli¢ ve ark., 2019; Turker ve Isleroglu,
2024).

Cizelge 4.1. Feslegen tohumundan enzimatik 6n islem ve klasik ekstraksiyon islemi ile
protein ekstraksiyonu

Enzim Indirgen Seker
Deneme H Sicaklik Miktari Siire (saat) Protein Verimi (mg glukoz/
No. P ©C) (FBGU/g Y (%) 99
g tohum)
tohum)
1 4.0 45 2.75 3 72.06 (+0.41)  97.75 (x0.51)
2 5.0 45 2.75 1 53.98 (+0.86)  82.81 (+1.53)
3 5.0 35 2.75 3 52.18 (1.17)  52.68 (+0.76)
4 3.0 45 0.50 3 64.30 (£1.02)  73.82 (x0.92)
5 4.0 45 2.75 3 73.16 (£0.23)  101.23 (+1.45)
6 5.0 45 0.50 3 62.50 (£0.73) 7127 (x1.35)
7 4.0 45 5.00 5 79.50 (£0.85)  136.54 (+3.71)
8 5.0 45 5.00 3 68.68 (+1.16)  92.58 (x0.82)
9 4.0 45 0.50 5 71.98 (£1.24)  96.65 (+0.89)
10 4.0 35 2.75 1 48.68 (x0.53)  48.52 (+1.20)
11 4.0 45 5.00 1 69.96 (+0.60)  98.18 (x1.31)
12 4.0 45 0.50 1 50.33 (£1.84)  65.58 (+0.53)
13 4.0 55 5.00 3 81.36 (x1.41)  138.75 (£1.35)
14 3.0 55 2.75 3 82.65 (1.69)  152.41 (£1.64)
15 4.0 55 2.75 1 66.89 (+1.15)  90.37 (x1.42)
16 5.0 55 2.75 3 73.24 (£0.43)  101.15 (+0.39)
17 5.0 45 2.75 5 64.02 (0.44)  63.55 (x1.15)
18 4.0 35 5.00 3 60.08 (0.25)  83.92 (+1.06)
19 4.0 55 0.50 3 69.18 (+0.18)  96.90 (+0.89)
20 4.0 35 2.75 5 59.58 (1.96)  82.73 (x1.53)
21 4.0 55 2.75 5 76.53 (£0.29)  123.56 (+2.04)
22 3.0 45 2.75 5 77.53 (£0.55)  142.14 (+2.20)
23 4.0 45 2.75 3 74.14 (£1.55)  106.16 (+2.26)
24 3.0 45 2.75 1 65.45 (+0.86)  76.02 (+0.64)
25 3.0 35 2.75 3 56.87 (x1.18)  72.20 (2.37)
26 4.0 45 2.75 3 72.36 (£0.72)  99.20 (x0.78)
27 4.0 35 0.50 3 51.18 (0.93)  51.07 (+1.06)
28 4.0 45 2.75 3 75.12 (0.99)  105.39 (+1.02)
29 3.0 45 5.00 3 85.89 (£0.77) 153.01 (£1.27)
Feslegen tohumundaki proteinlerin enzimatik ©n islem uygulanmis klasik

ekstraksiyonunun optimizasyonu i¢in protein verimi ve indirgen seker miktar1 bagiml

degiskenler olarak secilmis ve ikinci dereceden polinomiyal bir model

olusturulmustur. Olusturulan modelin istatistiksel anlamlilig1 varyans analizi (ANOVA)
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kullanilarak degerlendirilmistir. Cizelge 4.2°de verilen ANOVA tablosuna gore
olusturulan model istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), model uygunsuzlugu ise
istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0.05). pH, enzim miktari, sicaklik ve siirenin protein
verimi ve indirgen seker miktar1 iistiindeki lineer etkileri istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Ayrica, sicaklik ve silirenin protein verimi ve indirgen seker
miktar tistiindeki kuadratik etkilerinin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), buna karsin
enzim miktariin anlamsiz oldugu (p>0.05) belirlenmistir. pH nin indirgen seker miktari
uistiindeki kuadratik etkisi istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). pH’nin
protein verimi istiindeki kuadratik etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05) (Cizelge 4.2). Sicaklik ve siire, enzim miktar1 ve siire interaksiyonlarinin protein
verimi ve indirgen seker miktar1 istiindeki etkisi istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p>0.05). Buna karsin, pH ve enzim miktar1 interaksiyonunun protein
verimi ve indirgen seker miktara etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). pH ve siire ile pH ve sicaklik interaksiyonlarinin protein verimine etkisi
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). pH ve siire ile pH ve sicaklik
interaksiyonlarinin  indirgen seker miktarina etkisi istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.2).

54



Cizelge 4.2. Feslegen tohumundan enzimatik 6n islem ve klasik ekstraksiyon ile protein
ekstraksiyonu islemi i¢in olusturulan ANOVA tablosu ve istatistiksel veriler

Kareler Toplami F Degeri p - Degeri
Varyasyvon sD Protein Indirgen Protein Indirgen Protein Indirgen
Kaynag Verimi Seker Verimi Seker Verimi Seker
Miktar1 Miktari Miktari
Model 14 2518.95 23097.64 39.00 34.60 <0.0001 <0.0001
X1 1 228.20 3521.66 49.46 73.86 <0.0001 <0.0001
X 1 1225.69 8112.41 265.67 170.14 <0.0001 <0.0001
X3 1 374.40 5111.75 81.15 107.21 <0.0001 <0.0001
Xa 1 291.11 2811.34 63.10 58.96 <0.0001 <0.0001
XXz 1 5.54 251.92 1.20 5.28 0.2915 0.0374
X1 X3 1 59.40 837.70 12.88 17.57 0.0030 0.0009
XXy 1 15.25 1822.70 3.31 38.23 0.0905 <0.0001
XaoXs3 1 2.67 20.24 0.58 0.42 0.4592 0.5253
XXy 1 0.40 0.26 0.087 5.50x10° 0.7729 0.9423
XXy 1 242 13.32 0.52 0.28 0.4810 0.6054
Xi? 1 26.58 53.33 5.76 1.12 0.0309 0.3081
X2? 1 261.72 393.66 56.73 8.26 <0.0001 0.0123
X3? 1 2.86 0.28 0.62 5.96x10° 0.4443 0.9395
X4? 1 91.52 252.67 19.84 5.30 0.0005 0.0372
Kalintt 14 64.59 667.52
Model
- 10 58.16 612.27 3.62 4.43 0.1133 0.0821
Uygunsuzlugu
Saf Hata 4 6.43 55.25
Toplam 28 2583.53 23765.16
Yeterli
R? diiz-R? ) PRESS C.V. (%)
Tahminleme
Protein Verimi 0.9750 0.9500 23.67 345.06 3.16
Indirgen Seker 0.9719 0.9438 21.18 3613 7.27

X1 pH, Xa: sicaklik (°C), X3: Enzim miktar1 (FBGU/g tohum), X4: Siire (saat) SD: Serbestlik derecesi, PRESS:
Tahminlenmis Kalinti Hata Kareler Toplami, C.V.: Varyasyon Katsayisi

Protein verimi ve indirgen seker miktar1 i¢in olusturulan esitlikler sirasi ile Esitlik 4.1 ve
Esitlik 4.2 ile verilmistir. R? ve diizeltilmis R? (diiz-R?) degerlerinin birbirine oldukga
yakin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). Bu degerler modelin istatistiksel olarak
onemsiz terimlerden olusmadigim gostermektedir. Istatistiksel veriler (yeterli
tahminleme, PRESS, C.V.) ile modelin uygunlugu tekrar dogrulanmustir.

Protein verimi

(%)

Indirgen seker

= 190.1+24.8X,+7.1X,+8.9X3+13.2X,-1.0X, X5-2.0X3-0.06X3-0.94X3 (4.1)

=539.8+91.2X,+12.5X,+13.6X3+30.0X,4-0.79X, X,-6.4X; X5-10.7X, X,
(mg glukoz/g (4.2)
-0.08X3-1.6X5
tohum)

Sekil 4.1°de yanit ylizey grafikleri ile tahminlenen ve deneysel veriler arasindaki iligki
gosterilmistir. Olusturulan modelin uygunlugu, tahminlenen ve deneysel degerlerin

birbirine olan yakinligiyla dogrulanmistir.
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Sekil 4.1. Yanit yiizey grafikleri ile tahminlenen ve deneysel veriler arasindaki iligki
(45°C sicaklik ve 3 saat igin): (a)-(b) protein verimi, (¢)-(d) indirgen seker

En yiiksek protein verimi ve indirgen seker miktarinin elde edildigi optimum kosullar pH
3.01, sicaklik 52.11°C, enzim miktar1 3.75 FBGU/g tohum ve siire 3.70 saat olarak tespit
edilmistir (istenebilirlik = 1.00). Bu kosullarda, protein verimi %86.55, indirgen seker
miktar1 ise 164.63 mg glukoz/g tohum olarak tahminlenmistir. Belirlenen optimum
kosullar i¢in ti¢ tekrarli olacak sekilde dogrulama testleri ger¢eklestirilmistir. Dogrulama
testlerinde protein verimi %86.20+1.47 ve indirgen seker miktar1 162.17+4.73 mg
glukoz/g tohum olarak tespit edilmis ve deneysel verilerin istatistiksel olarak tahminlenen

degerlerden farkli olmadig goriilmiistiir (p>0.05).

56



Enzimatik 6n islem uygulanmamis ve klasik alkali ekstraksiyon ile (pH 9.0, 1 saat) elde
edilen kontrol 6rnegi i¢in, Esitlik 3.1 ile hesaplanan, protein ekstraksiyon verimi
%34.08+0.57 olarak belirlenmistir. Optimum enzimatik 6n islem kosullarinda UDE
islemi (pH 9.0, %60 genlik, 10 dakika) kullanilarak iiretilen E+UDE 6rneginde ise protein
verimi  %90.12+0.11 olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, protein
ekstraksiyonunda enzimatik 6n islemin protein verimini belirgin olarak artirdigini
gostermektedir. Benzer sekilde Guan ve Yao (2008) Viscozyme® L kullanarak enzimatik
on islem uyguladiklari yulaf kepeginde %56’lik bir protein verimine ulasmislar,
enzimatik On islem uygulanmayan Ornek icin protein veriminin %15 oldugunu
bildirmislerdir. Enzimatik 6n islemin hiicre duvari yapisin1 parcalamada etkili olan
karbonhidrazlarin =~ kullanilmasiyla  protein  ekstraksiyonunu  kolaylastirdigi
diisiiniilmektedir. Hiicre duvarinin yapisal biitlinliigiiniin bozularak proteinlerin serbest
hale ge¢mesi ekstraksiyon verimliliginin artmasini saglamaktadir (Guan ve Yao, 2008;
Gorgii¢ ve ark., 2019). Ayrica, UDE isleminin protein verimini bir miktar artirdig1 ve
ayni zamanda ekstraksiyon siiresini onemli ol¢iide kisalttigi gozlemlenmistir. Klasik
alkali ekstraksiyon yonteminde 1 saat siiren islem, UDE ile 10 dakika iginde
tamamlanmistir. UDE isleminde ultrasonik dalgalarin olusturdugu mekanik etki ile
proteinlerin daha kisa siirede ortama gegerek ekstraksiyon veriminde iyilesme saglandigi
diistiniilmektedir. Bu durum, UDE’nin enerji ve zaman tasarrufu saglayan verimli bir
alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Gorgii¢ ve ark., 2019; Badjona ve

ark., 2024).
4.2 Feslegen Tohumu Protein izolatinin Karakterizasyonu
4.2.1 Koagiile protein yiizdesi

Koagiile protein yiizdesi 100°C sicaklikta 15 dakika siire uygulanan islem sonrasi
pihtilasan ¢oziiniir haldeki proteinlerin yiizdesi olarak ifade edilmektedir (Kramer ve
Kwee, 1977). Koagiile protein ylizdeleri kontrol 6rneklerinin ~%3.9, E+KE orneklerinin
~%35.4, E+UDE o6rneklerinin ise ~%7.0 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3). Koagiile
protein yiizdesinin 6nemli oranda artigina sebep olan faktoriin UDE islemi oldugu
diisiiniilmektedir. Literatiirde farkli yontemlerle elde edilen protein izolatlarinin koagiile

protein yiizdesi ile ilgili sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Feyzi ve ark. (2015) klasik
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ekstraksiyonla elde ettikleri ¢emen otu tohumunun koagiile protein yiizdesini %3.17
olarak belirlemislerdir. Isleroglu ve Olgun (2024) ¢emen otu tohumundan klasik
ekstraksiyonla elde ettikleri protein izolatinin koagiile protein yiizdesini %3.01-4.96
araliginda belirlemislerdir. Turker ve ark. (2024) ise UDE ile elde ettikleri ¢emen otu
tohumu protein izolatinin koagiile protein yilizdesini %15.82-31.17 olarak
belirlemislerdir. Calismalar kiyaslandiginda, UDE isleminin kaogiile protein yiizdesini
arttirdigi  gozlenmistir. Sonikasyon isleminin proteinlerin yapisinda meydana
getirebilecegi mindr degisikliklerin  koagiile protein yiizdesini gelistirebilecegi
bildirilmistir (Akdeniz ve Akalin, 2019). Koagiile protein yiizdesi i¢in benzer durum tez
calismasinda da gozlenmistir (Cizelge 4.3).

4.2.2 Kopiik ozellikleri

Kopiik kapasitesi, kopiirtme islemi sirasinda proteinlerin hava-sivi arayiizeyine hizla
adsorbe olmasi sonucunda molekiiler etkilesimler yoluyla kohezif viskoelastik bir film
olusturma yeteneginin bir gostergesidir (Mine, 1995). Kopiik kapasitesi, Ornekte
homojenizasyon isleminin hemen sonrasinda elde edilen kopiik hacminin toplam 6rnek
hacmine oraninin yiizde ifadesi olarak tanimlanir. Kopiik stabilitesi ise homojenizasyon
sonrasi belirli bir siire gectikten sonra kopiik hacminin toplam 6rnek hacmine oranin
yiizde ifadesidir (Figueroa-Gonzalez ve ark., 2022). Tez ¢alismasinda, E+KE ve E+UDE
protein izolatlarinin kopiik kapasitelerinin kontrol orneklerinden daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (p<0.05) (Cizelge 4.3). Istatistiksel olarak E+KE o6rnegi ile fark
bulunmasa da E+UDE o&rnegi en yiiksek kopiik kapasitesine sahip olmustur (%71)
(Cizelge 4.3). Benzer sekilde, E+UDE o6rneginin E+KE ve kontrol 6rnegine gore en
yiiksek kopiik stabilitesine sahip oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Cizelge 4.3). Buna
karsin, en diisiik kopiik kapasitesi ve kopiik stabilitesi degerleri kontrol 6rnegi i¢in tespit
edilmistir (p<0.05) (Cizelge 4.3). Turker ve Isleroglu (2024) tere tohumundan tez
calismasinda kullanilan yonteme benzer sekilde elde ettikleri protein izolatlarinin kopiik
kapasitesi degerlerini kontrol 6rnegi icin %37, E+KE ornekleri icin %45, E+UDE
ornekleri icin %47 olarak belirlemislerdir. Ayni calismada, 6rneklerin kopiik stabiliteleri
sirastyla ~%54, %56 ve %62 olarak tespit edilmistir. Tez calismasindaki bulgulara benzer
sekilde hem kopiik kapasitesi hem de kopiik stabilitesi acisindan en yiiksek degerlerin
E+UDE o6rneklerinde gozlemlendigi bildirilmistir (Turker ve Isleroglu, 2024). E+UDE

58



orneklerinin digerlerine gore daha yiiksek kopiik 6zelliklerine sahip olmasinin nedeni,
ultrasonikasyonun proteinlerdeki hidrofobik gruplar1 agiga ¢ikarmasi ve protein
yapisinda kismi denatiirasyona yol a¢gmasi olarak acgiklanabilir (Wang ve ark., 2020).
Wang ve ark. (2020) klasik ekstraksiyon islemiyle elde ettikleri bezelye protein izolatinin
kopiik stabilitesini %77, UDE islemi ile elde ettikleri bezelye protein izolatlarinin kdpiik
stabilitesini ise %95 olarak belirlemislerdir. Ayni ¢alismada Klasik ekstraksiyon islemiyle
elde edilen bezelye protein izolatinin kopiik kapasitesi %69, UDE islemi ile elde edilen
bezelye protein izolatlarinin kopiik kapasitesi ise %82 olarak belirlenmis, kopiik
ozellikleri i¢in UDE isleminin iistiinliigii ortaya konmustur. Isleroglu ve Olgun (2024)
klasik ekstraksiyon islemi ile elde ettikleri ¢emen otu protein izolatlarinin kopiik
stabilitesinin %51.92-69.67 ve kopiik kapasitesinin %10.67-18.00 araliginda degistigini
tespit etmislerdir. Turker ve ark. (2024) ise UDE islemi ile elde ettikleri cemen otu protein
izolatlarinin kopiik stabilitesinin %59.68-78.06 ve kopiik kapasitesinin %16.33-21.67
araliginda degistigini bildirmislerdir. Ayni tohumdan elde edilen protein izolatlar1 igin
elde edilen sonuglar, uygulanan UDE isleminin kopiik 6zelliklerine olumlu etkisini ortaya

koymustur.

Liu ve ark. (2023) alkali ekstraksiyon ve izoelektrik ¢oktiirme islemiyle elde ettikleri
kenevir tohumu protein izolatinin kopiik stabilitesinin %80-85 araliginda degistigini
belirlemislerdir. Ek olarak, Jung ve ark. (2006) enzim destekli soya proteini
ekstraksiyonunda, pektinaz ile 6n isleme tabi tutularak elde edilen soya proteinlerinin
koptik kapasitesinin kontrol orneklerinden farkli olmadigini, ancak kopiik stabilitesinin
enzimatik on islemle 6nemli oranda artirildigini bildirmislerdir. Perovi¢ ve ark. (2022)
nohut protein izolat1 eldesi i¢in klasik ekstraksiyon ve enzimatik 6n islemli klasik
ekstraksiyonu karsilastirmislar, enzimatik 6n islem uygulanan protein izolatlarinin kopiik
kapasitesinin = %24, koplk stabilitesinin ise %150 oraninda artis gosterdigini
bildirmislerdir. Bu durumun uygulanan enzimatik 6n islemin yiizey aktiflik 6zelliklerinde
degisikliklere sebep olmasi sonucunda ortaya ¢iktig1 ifade edilmistir (Liu ve ark., 2018;
Perovi¢ ve ark., 2022).
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Cizelge 4.3. Feslegen tohumu protein izolatlarinin koagiile protein yiizdeleri ve kdpiik
ozellikleri

Koagiile Protein ~ Kopiik Kapasitesi  Kopiik Stabilitesi

Ornek
(%) (%) (%)
K 3.87 (+0.24)° 63.00 (£1.41)° 55.54 (£1.00)°
E+KE 5.35 (£0.16)° 69.00 (+1.41)* 56.51 (+£0.89)®
E+UDE 7.04 (+£0.16) 71.00 (£1.41) 59.17 (+1.18)?

@CAyni siitunda verilen farkli harfe sahip ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

4.2.3  Suve yag tutma kapasitesi

Su tutma kapasitesi bir protein izolatinin grami basina emilebilecek toplam su miktarinin
ol¢iistidiir (Boye ve ark., 2010; Shevkani ve ark., 2015). Proteinlerin su tutma kapasitesi
hazir ¢orbalar, sekerlemeler, makarna, hamur ve unlu mamuller gibi tirlinler i¢in kritik bir
fonksiyonel 6zelliktir. Bu tiir iiriinlerde, proteinlerin ¢oziiniirliik 6zelliklerinden bagimsiz
olarak suyu absorbe etmeleri ve istenilen viskozite diizeyine ulagsmalar1 gerekmektedir
(Turker ve Isleroglu, 2024). En diisiik su tutma kapasitesi kontrol 6rneginde belirlenmis,
E+KE ve E+UDE o6rneklerinin su tutma kapasitelerinin ise >5 g/g oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.4). En yiiksek su tutma kapasitesi E+UDE o6rneklerinde elde edilmis, ancak
E+KE ornekleri ile istatistiksel olarak fark gézlenmemistir (p>0.05) (Cizelge 4.4). UDE
islemi protein izolatlarinin islevsel 6zelliklerinde 6nemli iyilesmelere yol acabilmektedir.
Bu iyilesmeler arasinda artan ¢oziiniirlilk, su/yag tutma kapasitesi, kopiirme/emiilsiyon
kapasitesi, stabilite ve jel olusturma kapasitesi yer almaktadir (Wang ve ark., 2020).
Literatiirde bazi bitkisel protein izolatlarinin su tutma kapasitelerinin tespit edildigi
caligmalar mevcuttur. Rashid ve Giilseren (2024) klasik ekstraksiyon iglemiyle elde ettigi
feslegen tohumu protein izolatinin su tutma kapasitesini 2.45 g/g olarak belirlemistir. Liu
ve ark. (2022b) klasik ekstraksiyon islemiyle elde ettikleri kenevir tohumu protein
izolatinin su tutma kapasitesinin 0.83-1.05 g/g araliginda degistigini belirlemislerdir.
Isleroglu ve Olgun (2024) klasik ekstraksiyon islemi ile elde ettikleri gemen otu tohumu
protein izolatinin su tutma kapasitesini 2.64 g/g, Turker ve ark. (2024) UDE islemi ile
elde ettikleri cemen otu tohumu protein izolatinin su tutma kapasitesini 2.68 g/g olarak
belirlemisglerdir. Turker ve Isleroglu (2024) kontrol 6rnegi ve E+KE ve E+UDE islemleri

ile elde ettikleri tere tohumu protein izolatlarinin su tutma kapasitelerini sirastyla 3.26,
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3.86 ve 3.87 g/g olarak tespit etmislerdir. Kontrol 6rneginin en diisiik su tutma
kapasitesine sahip olmasi, E+KE ve E+UDE orneklerinin daha yiiksek saflia sahip
olmast ile aciklanmistir (Turker ve Isleroglu, 2024). Ayrica, feslegen tohumu
proteinlerinin yiiksek su tutma kapasitesi, izolatlarin genisleme ve agilma yeteneklerinin
yiiksek olmasina ve bdylece ek baglanma bolgelerinin agiga ¢ikmasina baglanabilir (Kaur
ve Singh, 2007). Perovi¢ ve ark. (2022) nohut tohumu protein ekstraksiyonunda klasik
ekstraksiyon ile seliilaz, ksilanaz ve arabinofuranosidaz enzimleri kullanarak enzimatik
on islemli klasik ekstraksiyon yontemlerini kullanmislardir. Seliillaz ve ksilanaz
kombinasyonu kullanilarak {iiretilen 6rneklerin su tutma kapasitesinin (~2.7 g/g) klasik
ekstraksiyon iglemi ile tiretilen 6rneklerden (~1.2 g/g) daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Ayrica, enzimatik On islem uygulanan proteinlerin yapilarindaki fraksiyonel
degisiklilerin fonksiyonel 6zellikler iizerine etki edebilecegi ifade edilmistir (Perovié¢ ve
ark., 2022). Yang ve ark. (2024b) kinoadan protein ekstraksiyonu igin klasik
ekstraksiyon, alkali proteaz ile enzim destekli ekstraksiyon, UDE ve enzimatik
ekstraksiyon islemlerinin kombinasyonunu kullanmiglardir. Klasik ekstraksiyon ile elde
ettikleri 6rnegin su tutma kapasitesini 0.8 g/mL, UDE ve enzimatik ekstraksiyon
islemlerinin kombinasyonu ile elde ettikleri 6rnegin su tutma kapasitesini ise ~1.7 g/mL
olarak tespit etmislerdir. Su tutma kapasitesinde gozlenen bu artisin, protein
cozlinlirliiglindeki artis ve partikiil boyutundaki kiiciilmeyle iliskilendirilebilecegi
bildirilmistir (Yang ve ark., 2024b). Literatiirde gergeklestirilen ¢alismalar ile
karsilastirildiginda feslegen tohumunun yiiksek bir su tutma kapasitesine sahip oldugu
goriilmiistiir. E+UDE isleminin sagladig1 yiiksek ¢oziiniirliik ve hidrofilik kisimlarin
aciga ¢ikmasi gibi etkilesimlerin feslegen tohumundan elde edilen protein izolatlarindaki
su tutma kapasitesindeki artisi agiklayabilmektedir (Ochoa-Rivas ve ark., 2017; Mir ve
ark., 2019; Yang ve ark., 2024b).

Bir proteinin izolatinin yag tutma kapasitesi, protein izolat1 agirligi basina emilen yag
miktarinin  bir Olclisiidiir (Cheftel ve ark., 1985). Yiiksek yag absorpsiyonu
gergeklestirebilen proteinlerin islenmis et iiriinleri, kek hamurlari, mayonez ve salata
soslart gibi iriinlerde kullanilabilecegi bildirilmistir (Butt ve Rizwana Batool, 2010).
Feslegen tohumundan elde edilen protein izolatlarinin yag tutma kapasitesi 3.09-3.75 g/g
olarak belirlenmis, en diisiik yag tutma kapasitesi kontrol protein izolati igin tespit

edilmistir (p<0.05) (Cizelge 4.4). E+KE ve E+UDE protein izolatlarinin yag tutma
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kapasiteleri arasinda istatistiksel anlamda bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Cizelge 4.4).
Turker ve Isleroglu (2024) tere tohumundan elde ettikleri protein izolatlarinin yag tutma
kapasitelerini kontrol 6rnegi i¢in 4.5 g/g, E+KE 6rnedi i¢in 4.9 g/g, E+UDE 06rnegi igin
5.1 g/g olarak belirlemislerdir. Tere tohumu proteinlerinde gézlenen bu yiiksek yag tutma
kapasitelerinin, sonikasyon islemi sonucunda protein yapisindaki hidrofobik gruplarin
aci1ga ¢ikmasiyla agiklanabilecegi bildirilmistir (Resendiz-Vazquez ve ark., 2017; Turker
ve Isleroglu, 2024). Isleroglu ve Olgun (2024) klasik ekstraksiyon islemi ile cemen otu
tohumu protein izolati elde ettikleri calismada yag tutma kapasitesini 2.0 g/g olarak tespit
etmisler, Turker ve ark. (2024) ise UDE islemi ile elde edilen ¢emen otu tohumu protein
izolat1 i¢in yag tutma kapasitesi degerini 3.68 g/g olarak belirlemislerdir. Cemen otu
tohumu protein izolat1 icin UDE islemi ile yag tutma kapasitesinin %84 oraninda
artirildi@r iki farkli calisma ile ortaya konmustur. Gadalkar ve Rathod (2020) UDE
islemiyle elde ettikleri karpuz ¢ekirdegi protein izolatinin yag tutma kapasitesini (3.4
g/mL) klasik ekstraksiyon islemi ile elde edilen 6rneklerle karsilagtirmislar (2.71 g/mL),
UDE islemi ile iiretilen protein izolatinin %25 daha yiiksek yag tutma kapasitesine sahip
oldugunu ifade etmislerdir. Bu durumun ultrasonik dalgalarin proteinler arasindaki
hidrofilik ve elektrostatik etkilesimleri bozmast sonucunda olustugu diisiniilmektedir
(O’Sullivian ve ark., 2014). Ultrasonik islem ayn1 zamanda proteinlerin yapisal olarak
kismen acilmasimi saglayarak daha fazla hidrofobik grubun yiizeye ¢ikmasia yol
acmaktadir (Hu ve ark., 2013). Proteinlerin kismi agilmasi, proteinlerin daha esnek hale
gelmesini saglamakta ve daha fazla polar ve apolar amino asidin yag ile temas etmesine
imkan tanmiyarak yag tutma kapasitesini artirmaktadir (Gadalkar ve Rathod, 2020).
Feslegen tohumu protein izolat1 i¢in de benzer durumun varlig: elde edilen sonuglar ile
ortaya konmustur (Cizelge 4.4). Feslegen tohumu protein izolatinin dikkate deger su ve
yag absorpsiyon kapasitesi, onu et ve firincilik sektorlerinde potansiyel bir bilesen haline
getirmektedir. Ayrica, feslegen tohumu protein izolatinin yiliksek yag absorpsiyon
kapasitesi soguk et {irlinleri, 6zellikle sosislerde, yag ve su arasinda baglayici ajan olarak

gorev yapabilecek degerli bir bilesen olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.4. Feslegen tohumu protein izolatlarinin su ve yag tutma kapasiteleri

. Su Tutma Kapasitesi Yag Tutma Kapasitesi
Ornek
(9/9) (9/9)
K 3.55 (+0.00)° 3.09 (£0.06)°
E+KE 5.00 (+£0.08)? 3.75 (£0.07)?
E+UDE 5.21 (+£0.08)? 3.82 (£0.02)?

&b Aym siitunda verilen farkli harfe sahip ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

4.2.4  Emiilsifikasyon Ozellikleri

Feslegen tohumu protein izolatlarinin emiilsifikasyon ozellikleri Cizelge 4.5°te
verilmistir. Emiilsiyon 0Ozellikleri emiilsiyon stabilitesi, emiilsiyon kapasitesi ve
emiilsiyon aktivitesi degerlerinin tespiti ile verilmistir. Emiilsiyon stabilitesi zaman
icerisinde bulaniklikta meydana gelen degisikliklerin izlenmesi yoluyla degerlendirilir ve
bu degisiklikler iizerinden emiilsiyonun uzun vadeli dayaniklilig1 belirlenir (Kiosseoglou
ve ark., 2021). Emiilsiyon kapasitesi, belirli bir miktar protein tarafindan emiilsifiye
edilebilen maksimum yag miktarini ifade etmekte olup, bu deger genellikle yiizde olarak
verilmektedir (Pearce ve Kinsella, 1978). Emiilsiyon aktivitesi ise spektrofotometrik
Olgtimlerle, bulaniklik esas alinarak belirlenir ve birim protein basina olusturulan
maksimum emiilsiyon yiizey alani olarak tanimlanir (Yi-Shen ve ark., 2018). Elde edilen
sonuglara gore, tiim emdiilsifikasyon ozellikleri bakimindan kontrol 6rnegi en diisiik
degerlere sahip olmustur (p<0.05) (Cizelge 4.5). Emiilsiyon stabilitesi ve emiilsiyon
aktivitesi i¢in en yiiksek degerler E+UDE orneklerinde elde edilmis (p<0.05), emiilsiyon
kapasitesi icin E+KE ve E+UDE oOrnekleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir (p>0.05) (Cizelge 4.5). Enzimatik 6n islem ve UDE isleminin
feslegen tohumu protein izolatinin emdiilsifikasyon ozelliklerini genel olarak artirdig:
ortaya konulmustur (Cizelge 4.5). Isleroglu ve Olgun (2024) ¢emen otu proteinlerini
klasik ekstraksiyon ile elde ettikleri ¢alismada emiilsiyon stabilitesini 28.73 dakika,
emiilsiyon kapasitesini %26.52 ve emiilsiyon aktivitesini 78.21 m?/g olarak
belirlemislerdir. Turker ve ark. (2024) ¢emen otu tohumundan UDE ile elde ettikleri
protein izolatt i¢in ise emdiilsiyon stabilitesini 34.65 dakika, emiilsiyon kapasitesini

%31.19 ve emiilsiyon aktivitesini 73.86 m?g olarak belirlemislerdir. Sonugclar
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incelendiginde, emiilsiyon aktivitesi haricinde diger parametrelerin UDE islemi ile
artirlldigi goriilmiistiir. Turker ve Isleroglu (2024) tere tohumundan elde ettikleri protein
izolatlarinda kontrol, enzim on islemli klasik ekstraksiyon ve enzim 6n islemli UDE
orneklerinin emiilsiyon stabilite degerlerini 19.6, 20.1, ve 20.2 dakika, emdiilsiyon
kapasitesi degerlerini %39.4, %47.8 ve %49.4, emiilsiyon aktivitesi degerlerini ise 71.5,
71.7 ve 72.1 m%/g olarak tespit etmislerdir. Enzimatik 6n islem ve UDE uygulamasinin
protein izolatlarmin emiilsifikasyon 6zelliklerini artirdigr goézlenmistir (Turker ve
Isleroglu, 2024). Perovi¢ ve ark. (2020) soya tohumlarindan enzim destekli klasik
ekstraksiyon islemi ile protein izolat1 eldesi amaciyla seliilaz, ksilanaz ve pektinaz
enzimlerini kullanmiglardir. Bu {i¢ enzimin karigimi1 ve klasik ekstraksiyon igleminin bir
arada uygulanmasi ile elde edilen protein izolat1 6rneginin yalnizca klasik ekstraksiyon
uygulanan Ornege gore daha yiliksek emiilsiyon aktivitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir (Perovi¢ ve ark., 2020). Yang ve ark. (2024b) kinoadan protein
ekstraksiyonu i¢in klasik ekstraksiyon, enzim destekli ekstraksiyon (alkali proteaz), UDE
ve  enzimatik  ekstraksiyon islemlerinin  kombinasyonunu  kullanmislardir.
Ultrasonikasyon ve enzim desteginin kombinasyonu ile elde edilen protein izolati
orneklerinin emiilsiyon stabilitesi ve emiilsiyon aktivitesi degerlerinin klasik
ekstraksiyon iglemi ile elde edilen orneklere oranla 2.56 kat daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Yang ve ark., 2024b). Sonikasyon ve enzimatik islemin proteinler
tizerindeki sinerjistik etkisinin emiilsiyon ozelliklerini artirdigr tahmin edilmektedir
(Yang ve ark., 2024b). Feslegen proteinlerinin {i¢ boyutlu yapisinda minor
konformasyonel degisikliklerin hem enzimatik islem hem de sonikasyon uygulamasi ile
meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bu yapisal degisiklikler protein molekiillerinin su-yag

araylizeyine artan oranda adsorbe olmasini da saglamaktadir (Yao ve ark., 2023).
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Cizelge 4.5. Feslegen tohumu protein izolatlarinin emiilsifikasyon 6zellikleri

Ormek Emiilsiyon Stabilitesi Emiilsiyon Emiilsiyon Aktivitesi
(dak) Kapasitesi (%) (m?/g)
K 29.63(£0.21)° 54.44(+1.57)° 76.81(+0.11)°
E+KE 31.07(x0.25)° 63.33(x1.57) 77.49(+0.24)°
E+UDE 32.99(+0.96)? 67.78(x1.57)? 80.04(+0.37)

@CAyni siitunda verilen farkli harfe sahip ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

4.25  Coziiniirliik Ozellikleri

Feslegen tohumundan farkli yontemlerle elde edilen protein izolatlariin farkli
pH’lardaki ¢oziiniirliikleri Sekil 4.2°de verilmistir. Feslegen tohumu protein izolatlarinin
¢Oziiniirligli pH 4.0’te en diistik (kontrol 6rneginde 0.32 g/L, E+KE 6rneginde 0.31 g/L,
E+UDE o6rneginde ise 0.41 g/L), pH 12.0°de en yiiksek (kontrol érneginde 7.26 g/L,
E+KE 6rneginde 8.41 g/L, E+UDE 6rneginde ise 8.68 g/L) olacak sekilde belirlenmistir.
pH 4.0’ten diisiik ve yiiksek degerlerde proteinlerin ¢Oziiniirliigiiniin arttig1, bu artisin
yiiksek pH’larda daha fazla oldugu ve pH 9.0’dan sonra artis hizinin yavasladigi
gbzlemlenmistir (Sekil 4.2). Benzer durum, soya (Ge ve ark., 2021) ve kolza tohumu
(Gerzhova ve ark., 2015) protein izolatlar1 icin de belirlenmis, pH 4.0-5.0’te
¢Oziinlirliglin en diisiik ve bu aralifin tistiinde ve altinda ise artis gosterdigi gozlenmistir.
Coziiniirliigiin pH 4.0’ten diisiik ve yiliksek pH’larda artis gdstermesi giiglii asit/alkali
kosullar1 altinda proteinlerin ylizeylerinde pozitif/negatif yiikler edinmesi ve bunun
molekiillerin itilmesini desteklemesi ve dolayisiyla protein ¢oziiniirliigiinii artirmasindan
kaynaklanmaktadir (Li ve ark., 2020a). Izoelektrik noktada ise protein esit sayida pozitif
ve negatif yiik icerir ve sifir net yiikk olusturur (Aluko, 2024). Proteinler izoelektrik
pH’larina yakin oldugunda yiik nétralizasyonundan kaynaklanan elektrostatik itme azalir
ve bu da minimum c¢oziiniirliige neden olur (Barrera ve ark., 2006). Feslegen tohumu
protein izolat1 i¢in ¢oziiniirlik pH 4.0’te en diisiik oldugu i¢in izoelektrik nokta pH 4.0
olarak belirlenmistir. Alkali pH’larda ise proteinler maksimum c¢oziliniirliik gosterir.
Elektrostatik itme ve yiikli kalintilarin hidrasyonu, suyla etkilesimi tesvik ederek

proteinlerin ¢dziinmesine neden olur (Barrera ve ark., 2006).
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E+UDE o6rneklerine ait ¢ozliniirliiklerinin tiim pH degerlerinde diger orneklerden daha
yuksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2). En yiiksek protein ¢oziintirligi (8.68 g/L) pH
12.0°’de E+UDE o6rneginde gozlenmistir. Fatima ve ark. (2023) Moringa oleifera
tohumlarindan UDE islemi ile protein ekstraksiyonunda ultrason uygulamasinin protein
¢Oziiniirligliniin arttirdigin1 bildirmislerdir. Bu artis, par¢acik boyutundaki azalmanin
yani sira molekiiler yapida ve konformasyondaki degisiklikler nedeniyle daha fazla
hidrofilik grubun ag¢iga ¢ikmasi ile agiklanmistir. Peynir alt1 suyu proteininin (Jambrak
ve ark., 2008) ve bezelye proteininin (Jiang ve ark., 2017) ¢oziiniirliigiinde de ultrason

uygulamast ile artig gortildigi bildirilmistir.

10,0 -

——K —e—E+KE —e—E+UDE

Coziiniirlik (g/L)

Sekil 4.2. Feslegen tohumu protein izolatlarinin ¢oziintirliikleri

4.2.6  Molekiiler agirhk

Feslegen tohumu protein izolatlarinin molekiil agirliklarinin tespiti amaciyla SDS-PAGE
yontemi kullamlmistir (Laemmli, 1970). Ug farkli ydntem ile elde edilen protein izolatlar:
igin benzer sonuglarin elde edildigi goriilmistiir (Sekil 4.3). Feslegen tohumu protein
izolatlar1 i¢in molekiiler agirlik dagiliminin ~22 kDa ile ~82 kDa araliginda oldugu

belirlenmistir. Feslegen tohumu protein izolatlar1 i¢in yaklasik 22, 23, 49, 63 ve 82 kDa
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molekiil agirliklarinda 5 adet belirgin bant tespit edilmistir. Nazir ve Wani (2023)
feslegen tohumu protein izolatlarinin molekiiler agirliklarini belirlemisler ve 17, 22.7,

25.1,30.3, 35.8 ve 77.6 kDa molekiil agirliklarinda belirgin bantlar tespit etmislerdir.

Sekil 4.3. Feslegen tohumu protein izolatlar1 i¢in SDS-PAGE jel goriintiisii

4.2.7  Yapsal ozellikler

Farkli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen feslegen tohumu protein izolatlarinin
yapisal Ozellikleri Fourier Donisiimli  Kizilotesi (FT-IR)  Spektroskopisi ile
belirlenmistir. FT-IR, kiz1l6tesi radyasyonun kimyasal baglar tarafindan absorbe edilmesi
ve molekiillerin gerilme, biikiilme gibi titresim hareketleri sonucunda spektral pikler
olusturmasi esasina dayanmaktadir. Bu pikler, fonksiyonel gruplara 6zgiidiir (Kili¢c ve
Karahan, 2010). Proteinlerin ikincil yapisinin belirlenmesinde FT-IR spektrumunda
Amid I bolgesi (1600-1700 cm™) esas alinmaktadir. Bu bolgede yaklasik %80 oraninda

67



peptit bagindaki C=0 gerilme titresimi ve %20 civarinda N-H biikiilme titresimi
izlenmektedir (Kong ve Yu, 2007; Carbonaro ve ark., 2008). Sekil 4.4’te kontrol, E+KE

ve E+UDE oOrneklerine ait FT-IR spektrumlar1 gésterilmistir.

Protein izolatlarinin FT-IR spektrumlar incelendiginde, farkli ekstraksiyon yontemleri
ile elde edilen protein izolatlar1 arasinda belirgin farkliliklar gézlenmemistir (Sekil 4.4).
Amid I bands, tiim protein izolatlar1 i¢in 1600-1700 cm™ dalga boylar1 arasinda tespit
edilmistir (Sekil 4.4). Amid II bolgesi ise 1480-1585 cm™ dalga boylar1 arasinda yer alir
ve %40-60 civarinda N—H biikiilme titresimi, %18-40 civarinda C—N gerilme titresimi
izlenir (Withana-Gamage ve ark., 2011). Amid II bélgesinde 1522, 1534 ve 1539 cm™
dalga boylarinda elde edilen pikler Amid II bolgesine ait olarak tanimlanmistir (Sekil
4.4). Amid I ve Amid II bantlarinin tespiti, protein yapisinin varliginin mutlak bir
gostergesi olarak kabul edilir (Withana-Gamage ve ark., 2011). Amid III bolgesi 1200-
1400 cm™ dalga boylar1 arasinda izlenir ve protein ile karbonhidratlar gibi diger
makromolekiiller arasindaki etkilesimlerin varligin1 gosterir (Barth ve Zscherp, 2002; de
la Rosa-Millan ve ark., 2018). Bu bolgede C—N gerilme titresimleri ve N—H biikiilme
titresimi izlenir (Barth ve Zscherp, 2002). 1234, 1239, 1240, 1392, 1395 ve 1398 cm™
dalga boylarinda elde edilen pikler, feslegen tohumu protein izolatlar1 i¢in Amid III

bolgesinin varligini gosterir (Sekil 4.4).

Feslegen tohumu protein izolatlarimin ikincil yapilari, FT-IR spektrumunda Amid I bandi
bolgesindeki (1600-1700 cm™) pikler kullanmilarak belirlenmistir. Piklerin merkez
noktalari, protein ikincil yap1 yiizdelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmis ve her pik i¢in
hesaplanan alanlar degerlendirilmistir. Proteinlerin Amid I bandinda a-heliks, f-tabaka,
rastgele halka veya B-kivrilma gibi bilesenler bulunur (Barth, 2007). B-tabaka yapzsi,
1612-1640 ve 1689-1695 cm™ (Kong ve Yu, 2007), a-heliks yapis1 1651-1660 cm™ (Van
Stokkum ve ark., 1995; Wang ve ark., 2020), rastgele halka yapist 1641-1650 cmt
(Purcell ve ark., 1999; Van Stokkum ve ark., 1995) ve B-kivrilma yapis1 1661-1688 cm™
(Wang ve ark., 2020) dalga sayilarinda gozlenir.
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Sekil 4.4. Feslegen tohumu protein izolatlarina ait FT-IR spektrumu

Tilim protein izolatlar1 icin Amid I band1 bélgesinde 10 adet pik gézlenmis ve bu piklerin
alanlar1, protein ikincil yapisindaki fraksiyonlarin ylizdesini belirlemek i¢in kullanilmistir
(Sekil 4.5). Protein ikincil yap1 fraksiyonlarinin yiizdelerine ait sonuglar ise Cizelge
4.6’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde, ikincil yap1 yiizdelerinin genel olarak tiim
protein izolatlar1 i¢in benzer oldugu ve B-tabaka yapisinin en yliksek orana sahip oldugu
gozlenmistir. B-tabaka yapilarin yiiksek oranda bulunmasi, protein izolatlarinin ytiksek
termal stabiliteye sahip oldugunu gosterir (Wang ve ark., 2020). Bazi bitkisel
kaynaklardan elde edilen protein izolatlarinin ikincil yapilarinin belirlenmesine yonelik
caligmalar literatiirde mevcuttur. Endiistride énemli bir protein kaynagi olarak kabul
edilen soya protein izolatinin f-tabaka yapisinin en yiiksek orana sahip oldugu
bildirilmistir (Wang ve ark., 2011). Kenevir tohumlarindan elde edilen protein izolatinda
sonikasyon uygulamasinin B-tabaka yapisini ~%6 arttig1 bulunmustur (Karabulut ve ark.,
2022). Turker ve Isleroglu (2024) tere tohumu protein izolati igin tez ¢alismasindaki
yonteme benzer sekilde E+UDE 6rnegi i¢in kontrol drnegine oranla B-tabaka yapisinda
~%>5’lik bir artis tespit etmistir. Bu ¢alismada, kontrol ve E+UDE 6rnekleri i¢in de benzer
sonuclar elde edilmis ve UDE islemi ile B-tabaka yapisinda yaklasik %7’lik bir artis
gdzlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Protein ikincil yapi fraksiyonlarinin yiizde (%) oranlari

Ornek B-tabaka Rastgele Halka a-heliks B-kivrilma Yan Halka
K 40.66 12.48 12.22 26.44 8.20
E+KE 42.95 10.59 9.53 30.91 6.02
E+UDE 43.69 10.81 9.01 30.95 5.54

K: Kontrol protein izolati, E+KE: Enzimatik 6n islem ve klasik ekstraksiyon islemi ile elde edilen protein izolati, E+UDE: Enzimatik
6n islem ve ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi ile elde edilen protein izolati

4.2.8 Termal 6zellikler

Farkli yontemlerle ekstrakte edilen feslegen tohumu protein izolatlarinin denatiirasyon
sicakliklart (Tq) ve denatiirasyon entalpileri (AHq) Diferansiyel Taramali Kalorimetri
(DSC) termogramlart kullanilarak belirlenmistir. Sekil 4.6’da sunulan termogramlar
incelendiginde, denatilirasyonun ger¢eklesmesi i¢in enerji gerektigi ve bunun endotermik
piklerle ortaya kondugu goriilmiistiir. Denatiirasyon sicakliklari kontrol, E+KE ve
E+UDE o6rnekleri icin sirasiyla 98.42, 164.98 ve 209.60°C olarak belirlenmistir.
Denatiirasyon entalpi degerleri (AHq) ise kontrol, E+KE ve E+UDE ornekleri igin
sirastyla 133 J/g, 105.89 J/g ve 47.53 J/g olarak belirlenmistir (Sekil. 4.6). Proteinlerin
1s11 stabilitesine kovalent etkilesimlerin yam1 sira hidrofobik etkilesimler de etki
etmektedir (Olivos-Lugo ve ark., 2010). Rashid ve Giilseren (2024) feslegen tohumu
protein izolatlarinin ve farkli fraksiyonlarinin denatiirasyon sicakliklarinin 93-142°C
araliginda degistigini bildirmiglerdir. Arastirmacilar, feslegen tohumunda yiiksek oranda
bulunan B-tabaka ve B-kivrilma yapilarinin termal stabiliteyi artirdigini belirtmislerdir.
Tez calismasinda da benzer sekilde, protein izolatlarinda en yiiksek oranda bulunan
ikincil yapilarin B-tabaka ve B-kivrilma oldugu tespit edilmistir. Literatiirde, bortilce
protein izolatt i¢in 91°C (Shevkani ve ark., 2015), kenevir tohumu protein izolati igin
95°C (Tang ve ark., 2006) ve ayva c¢ekirdegi protein izolati i¢in 103°C (Deng ve ark.,

2019) denatiirasyon sicakliklari rapor edilmistir.
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4.2.9  Amino asit kompozisyonu

Amino asit kompozisyonunu belirlemek amaciyla E+UDE 6rnegi kullanilmistir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.7’de sunulmustur. Feslegen tohumu protein izolatinin toplam
esansiyel amino asit miktar1 327.51 g amino asit/kg protein izolat1 olarak belirlenmis
olup, 16sin igeriginin yiiksek, histidin, treonin ve metiyonin miktarinin ise diisiik oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.7). Genelde tahil iiriinlerinin distk lizin, yiiksek histidin ve
metiyonin miktarina sahip oldugu géz oniine alindiginda (Galili ve Amir, 2013), feslegen
tohumu protein izolatinin kek, ekmek ve atistirmaliklar gibi firincilik {riinlerinde
kullanilmas: ile besin kalitesinin artirilabilecegi diisiiniilmektedir. Esansiyel amino
asitlerden 16sin ve lizin, esansiyel olmayan amino asitlerden ise arjinin ve glutamik asit
miktarlarinin diger amino asitlere oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge

4.7).

Gorissen ve ark. (2018) ticari olarak farkli bitkisel kaynaklardan (soya, misir, keten
tohumu, ¢eltik) tiretilen protein izolatlarinin amino asit kompozisyonlarini belirlemisler
ve bitkisel kaynakli proteinlerde metiyonin igeriginin hayvansal kaynakli proteinlere gore
daha diisik oldugunu bildirmislerdir. Farkli kaynaklardan elde edilen protein
izolatlarinda esansiyel amino asit ve 18sin iceriginin diisiik oldugunu bildirilmis olsa da
(Gorissen ve ark., 2018) tez kapsaminda feslegen tohumu protein izolatlari i¢in 16sin ve
esansiyel amino asit iceriginin yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7). Bu durum,
feslegen tohumu protein izolatinin besinsel kalitesini ortaya koymakla beraber yeni ve

fonksiyonel iiriinlerde kullanim potansiyelini gostermektedir.
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Cizelge 4.7. Feslegen tohumu protein izolatina ait amino asit kompozisyonu

Esansiyel Amino Asitler Esansiyel Olmayan Amino Asitler

(g amino asit /kg protein izolat1) (g amino asit /kg protein izolati)
Histidin 17.96 Tirozin 26.55
Treonin 20.73 Aspartik asit 23.60
Valin 46.28 Glutamik asit 82.18
Metiyonin 23.58 Serin 21.40
Fenilalanin 47.24 Glisin 49.42
Isoldsin 45.51 Arjinin 64.38
Losin 69.96 Alanin 42.46
Lizin 56.25 Prolin 45.92
Triptofan 10.15

Toplam 327.51 Toplam 366.06

Temel amino asitler; lizin, arjinin ve histidin (138.59 g amino asit /kg protein izolat1),
asidik amino asitler; aspartik asit ve glutamik asit (105.78 g amino asit /kg protein izolat1),
hidrofobik amino asitler; alanin, izoldsin, 18sin, metiyonin, fenilalanin, valin, prolin ve
triptofan (331.10 g amino asit /kg protein izolat1), yiiksiiz polar amino asitler; glisin, serin,
tirozin ve treonin (118.10 g amino asit /kg protein izolat1), yiiklii polar amino asitler temel
amino asitler ve asidik amino asitlerin tiimii (244.37 g amino asit /kg protein izolat1);
stilfiir iceren amino asitler ise metiyonin (23.58 g amino asit /kg protein izolat1) olacak
sekilde siniflandirilmaktadir (De Groot ve ark., 1969). Bu siiflandirmaya uygun olarak
amino asit miktarlar1 incelendiginde hidrofobik amino asitlerin miktarinin diger gruplara
gore daha yiiksek oldugu gorilmiistiir. Hidrofobik amino asitlerin fazla miktarda
bulunmasi, proteinin daha kompakt ve diizgiin dagilimli bir yapiya sahip olmasini
saglamakta ve bu durum denatiirasyon sicakliklariin oldukg¢a yiiksek olmasina neden
olabilmektedir (Zuber, 1988). Feslegen tohumu proteinlerinde hidrofobik karakter
gosteren amino asitlerin fazla miktarda olmasi sahip oldugu yiiksek 1s1l stabilitesinin
sebepleri arasinda gosterilebilir. Feslegen tohumu protein izolatinda siilfiir igeren amino

asitlerin (metiyonin) ise diisilk miktarda bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.7).
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4.3 Feslegen Tohumu Protein izolatindan Biyoaktif Peptit Uretimi

Feslegen tohumundan enzimatik 6n islem ve UDE islemleri ile elde edilen protein
izolatlarinda enzimatik hidroliz islemi ile biyoaktif peptit iiretimi gerceklestirilmistir.
Uygulanan enzimatik hidroliz islemine ait deneysel tasarim ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.8’de verilmistir. En yiiksek hidroliz derecesi (%72.38) ve en yiiksek DPPH
inhibisyonu (%40.47) enzim:substrat oraninin %15, alkalaz:flavourzyme oraninin 0.5
U/U, hidroliz siiresinin 240 dakika oldugu kosullarda elde edilmistir. En diisiik hidroliz
derecesi (%14.04) ve en diisiik DPHH inhibisyonu (%7.91) enzim:substrat oraninin %0.5,
alkalaz:flavourzyme oranimin 0.5 U/U ve hidroliz siiresinin 60 dakika oldugu kosullarda
belirlenmistir. Feslegen tohumu protein izolatinin enzimatik hidrolizi sonucunda hidroliz
derecesi artikga DPPH inhibisyonu da artis gostermistir (Cizelge 4.8) Shroggio ve ark.
(2016) soya kiispesi protein hidrolizatindan alkalaz ve flavourzyme kullanarak biyoaktif
peptit elde ettikleri ¢alismada, hidroliz derecesinin artig1 ile antioksidan aktivite
degerlerinin artig gosterdigini bulgulamiglardir. Benzer sekilde, Jamdar ve ark. (2010) yer
fistig1 protein izolatindan alkalaz kullanarak elde ettikleri biyoaktif peptitlerde hidroliz
derecesinin artig1 ile DPPH inhibisyonunun artis gosterdigini bildirmislerdir. Protein
hidrolizatlarinin yiiksek hidroliz derecesi degerlerinde ABTS ve DPPH serbest radikal
siiptirme aktivitelerindeki artis, biyoaktif peptitlerin elektron ve hidrojen aktarim
ozelliklerindeki artisa baglanabilir (Sbroggio ve ark., 2016). Bu peptitler, serbest
radikallerle reaksiyona girerek onlar1 daha kararli {irtinlere doniistiirdiikleri i¢in radikal
zincir reaksiyonunu durdurabilmektedirler (Pazinatto ve ark., 2013). Tez calismasinda,
ayni hidroliz derecesi ve ayni enzim miktart kosullarinda enzim:substrat orani arttikca
hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonu artis gdstermistir. Benzer sekilde, Zang ve ark.
(2019) artan enzim konsantrasyonlarinda proteinlerin hidroliz derecesinin artis

gosterdigini bildirmislerdir.

Ayni enzim:substrat orani ve aymi hidroliz siiresi kosullarinda alkalaz enziminin
flavourzyme’a gore daha fazla hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonu sagladigi
belirlenmistir. Buna karsin yiliksek enzim:substrat orani (%15) ve yiiksek hidroliz
stiresinde (240 dak) alkalaz:flavourzyme orant 0.5 U/U oldugu durumda daha yiiksek
hidroliz derecesi (%72.38) ve DPPH inhibisyonu (%40.47) elde edilmistir (Cizelge 4.8).

Genel olarak, yalnizca alkalaz kullanilan durumlarda yalnmizca flavourzyme kullanilan

75



durumlara gore daha yiiksek hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonu gbzlenmistir. Ayrica,
alkalaz:flavourzyme orani 0.5 U/U oldugu durumlarda en yiiksek degerlere ulasilmistir
(Cizelge 4.8). Vastag ve ark. (2011) kabak ¢ekirdegi posasindan elde edilen protein
izolatina alkalaz ve flavourzyme kullanarak enzimatik hidroliz iglemi uygulamislardir.
Ayn1 baglangic enzim:substrat oranityla tiim hidroliz periyodu boyunca yalnizca alkalaz
kullanilan hidrolizatlarda, yalnizca flavourzyme kullanilanlara gore daha yiiksek hidroliz
derecesine ulagilmistir. Hunsakul ve ark. (2022) piring kepegi protein izolatindan alkalaz
ve flavourzyme kullanarak elde ettikleri hidrolizatlarda alkalaza flavourzyme ilavesi ile

daha yiiksek hidroliz derecesi ve antioksidan aktiviteye ulastiklarini bildirmislerdir.

Cizelge 4.8. Feslegen tohumu protein izolatina uygulanan enzimatik hidroliz islemi

Enzim: Alkalaz:
Substrat ~ Flavourzyme  Hidroliz Siiresi  Hidroliz Derecesi DPPH Inhibisyon
orant orant (dak) (%) (%)
(%) (U/Y)
0.5 0 150 18.22 (+0.26) 10.76 (+0.85)
7.75 0.5 150 65.68 (+1.62) 36.53 (+£0.44)
15 0 150 55.35 (+0.30) 30.20 (£0.74)
7.75 0.5 150 65.19 (+0.22) 35.91 (+0.14)
7.75 0 240 50.15 (+0.46) 27.83 (£0.45)
15 0.5 60 52.90 (+0.75) 29.57 (+£0.50)
0.5 0.5 240 30.10 (+0.34) 16.80 (+0.44)
7.75 1 240 59.84 (+0.50) 33.24 (£0.23)
15 1 150 65.11 (+0.35) 36.42 (+0.47)
15 0.5 240 72.38 (+0.30) 40.47 (+£0.68)
0.5 1 150 24.13 (+0.72) 13.29 (+0.34)
0.5 0.5 60 14.04 (£0.35) 7.91 (£1.62)
7.75 0 60 32.30 (+0.35) 17.78 (+0.30)
7.75 1 60 40.01 (+£0.47) 22.45 (£0.24)
7.75 0.5 150 65.74 (+0.77) 37.56 (£0.44)

Feslegen tohumu protein izolatinin enzimatik hidroliz igleminin optimizasyonu i¢in
hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonu yanit olarak kullanilmis ve ikinci dereceden
polinomiyal bir model olusturulmustur. Cizelge 4.9°da verilen ANOVA tablosuna gore
olusturulan modelin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), model uygunsuzlugunun ise
istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir. Enzim:substrat orani,
alkalaz:flavourzyme orani ve hidroliz siiresinin, hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonuna
lineer ve kuadratik etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Enzim:substrat orani ve alkalaz:flavourzyme orani interaksiyonunun hidroliz derecesi ve
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DPPH inhibisyonuna etkisi istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), enzim:substrat oran1 ve
hidroliz siiresi interaksiyonu ise anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Alkalaz:flavourzyme
orani ve hidroliz siiresi interaksiyonun da hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonu iizerine
etkisi istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Faktorlerin gercek degerleri
cinsinden yazilan model esitligi hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonu i¢in sirasiyla
Esitlik 4.3 ve Esitlik 4.4 ile verilmistir. R?, diizeltilmis R? (diiz-R?), yeterli tahminleme,
tahminlenmis kalintt hata kareler toplami (PRESS), varyasyon katsayisi (C.V.)
degerleriyle model desteklenmistir. R? ve diizeltilmis R? (diiz-R?)’nin birbirine yakin
olmasi modelin istatistiksel olarak 6nemsiz terimler bulundurmadiginin ifadesi olmustur.

. i = -24.03+6.55X,+47.79X,+0.43X;10.26X, Xo+1.31x10°X, X;-0.27X,-43.23X3-1.13x 107X, (4.3)
Hidroliz derecesi (%)

DPPH Iinhibisyon (%) = -13.16+3.58X,+26.84X,+0.24X3-0.15X2-24.72X2-6.37x 10X, (4.4)

Cizelge 4.9. Enzimatik hidroliz islemi i¢in olusturulan ANOVA tablosu ve istatistiksel
veriler

Kareler Toplami F Degeri p - Degeri
Varyasyon _ 8 _ _ _ _
Kaynag SD Hidroliz ~ DPPH Hidroliz ~ DPPH Hidroliz ~ DPPH
Derecesi Inhibisyon Derecesi Inhibisyon Derecesi Inhibisyon
Model 9 5266.27 1627.15 1287.42 331.69 < 0.0001 < 0.0001
X1 1 3170.24 965.90 6975.12 1772.07 < 0.0001 < 0.0001
X2 1 136.61 44,35 300.58 81.37 < 0.0001 0.0003
X3 1 670.34 206.41 1474.88 378.69 < 0.0001 < 0.0001
X1X> 1 3.70 3.42 8.15 6.27 0.0356 0.0543
X1X3 1 2.92 1.01 6.43 1.86 0.0522 0.2313
XoX3 1 0.98 0.13 2.15 0.25 0.2022 0.6403
X412 1 726.37 225.68 1598.15 414.04 < 0.0001 <0.0001
X2? 1 431.31 141.03 948.97 258.75 < 0.0001 < 0.0001
X3? 1 309.61 98.35 681.20 180.44 < 0.0001 < 0.0001
Kalint1 5 2.27 2.73
Model 3 2.09 1.32 7.67 0.63 0.1175 0.6618
Uygunsuzlugu
Saf Hata 2 0.18 1.40
Toplam 14 5268.54 1629.88
Yeterli
R?2 diiz- R? ) PRESS C.V. (%)
Tahminleme
Hidroliz 0.9996 0.9988 105.59 33.86 1.42
Derecesi
_ DPPH 0.9983 0.9953 53.31 24.32 279
Inhibisyon

Xi1: Enzim:substrat oran1 (%), X2: Alkalaz:flavourzyme orani (U/U), Xs: Hidroliz siiresi (dak) SD: Serbestlik derecesi,
PRESS: Tahminlenmis Kalint1 Hata Kareler Toplami, C.V.: Varyasyon Katsayisi
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Sekil 4.7°de bagimsiz degiskenlerin hidroliz derecesi iizerine etkisini gdsteren yanit
yiizey grafigi (Sekil 4.7a) ile tahminlenen ve deneysel olarak elde edilen hidroliz derecesi
arasindaki iliskiyi gdsteren grafik (Sekil 4.7b) verilmistir. Bagimsiz degiskenlerin DPPH
inhibisyonuna etkisini gosteren yanit yiizey grafigi Sekil 4.7c’de, tahminlenen ve
deneysel DPPH inhibisyonu arasindaki iliskiyi gosteren grafik ise Sekil 4.7d’de
gosterilmistir. Olusturulan modelin uygunlugu tahminlenen degerler ile deneysel

verilerin birbirine olan yakinlig1 ile de dogrulanmistir.
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Sekil 4.7. Yanit ylizey grafikleri ile tahminlenen ve deneysel veriler arasindaki iligki (150
dakika hidroliz siiresi): (a-b) Hidroliz derecesi, (c-d) DPPH inhibisyonu
En yiiksek hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonunun saglandigi kosullar icin

gerceklestirilen optimizasyon sonucunda, optimum kosullar enzim:substrat orani

%12.26, alkalaz:flavourzyme oran1 0.63 U/U ve hidroliz siiresi 157.33 dakika olarak
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belirlenmistir (istenebilirlik = 1.00). Belirlenen optimum kosul igin tahminlenen hidroliz
derecesi %73.73 ve DPPH inhibisyonu %41.23 olarak tespit edilmistir. Optimum
kosullarda {i¢ tekrarli dogrulama denemeleri yapilmis ve deneysel hidroliz derecesi
%73.5340.78 ve DPPH inhibisyonu %41.08+0.65 olarak belirlenmistir. Tahminlenen ve
deneysel degerlerin birbirinden istatistiksel olarak farkli olmadigi saptanmistir (p>0.05).
Perreira ve ark. (2019) soya kiispesi protein konsantresinden antioksidan aktiviteye sahip
hidrolizat elde etmek icin bir optimizasyon calismasi gerceklestirmislerdir. Merkezi
tiimlesik tasarim kullanilarak hazirlanan tasarimda sicaklik, enzim:substrat, pH ve
alkalaz:flavourzyme oranlari bagimsiz degiskenler, hidroliz derecesi ise bagimli degisken
olarak secilmistir. Tasarimda en yiiksek hidroliz derecesi (%26.92) 40°C, enzim:substrat

orani 3.0 U/U, pH 7.75 ve alkalaz:flavourzyme orani 0.5 U/U i¢in elde edilmistir.

Alkalaz ve flavourzyme hidrolizi sonrasinda optimum kosullarda elde edilen 6rneklere
%35 enzim:substrat oraninda 40 dakika pepsin enzimi ile hidrolizasyon islemi
uygulanmistir. Pepsin ile hidrolizasyon sonrasinda hidroliz derecesi %81.72+0.11 ve
DPPH inhibisyonu %55.42+0.92’ye ¢ikarilmistir. Tavano (2013) alkalaz ve
flavourzyme’a kiyasla daha spesifik bir enzim olan pepsinin, aromatik amino asitlerin
(fenilalanin, triptofan ve tirozin) bulundugu yerlerdeki peptit baglarin1 kestigini
bildirmistir. Alkalaz ve flavourzyme’dan sonra pepsin uygulamasinin protein
hidrolizatlarinin yapisinda daha fazla kirilma sagladigi disiiniilmektedir. Alkalaz ve
flavourzyme’in peptit baglarin1 kirarak olusturdugu pargalanmis yapi, pepsin i¢in daha
fazla baglanma yiizeyi saglayarak hidroliz derecesinin artisina katki saglamis olabilir. Bu
etki ile daha kiiclik peptitlerin veya serbest amino asitlerin agiga ¢ikmasi saglandigi,

boylelikle son iiriinlerde daha yiiksek hidroliz derecesi elde edildigi tahmin edilmektedir.

4.4 Feslegen Tohumu Protein izolatindan Elde edilen Biyoaktif Peptitlerin
Karakterizasyonu

Feslegen tohumu protein izolatinin enzimatik hidrolizi sonucunda belirlenen optimum
kosullarda {iretilen hidrolizatlarin ultrafiltrasyonu ile (<10 kDa fraksiyon) biyoaktif
peptitler elde edilmistir. Optimum enzimatik hidroliz kosullarinda elde edilen hidrolizat
ve biyoaktif peptitlerin antioksidan aktiviteleri, selatlama aktiviteleri, anti-hipertansif

aktiviteleri, anti-diyabetik aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica, biyoaktif peptitlerin
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antimikrobiyal aktiviteleri ve GIS stabiliteleri de belirlenerek karakterizasyonlari

saglanmustir.

441  Antioksidan aktivite

Feslegen tohumu protein izolatindan alkalaz ve flavourzyme kullanilarak optimum
kosullarda elde edilen hidrolizatlar ve bu hidrolizatlarin 10 kDa ultrafiltrasyon
membranindan gegirilmesi ile elde edilen biyoaktif peptitlerin antioksidan aktiviteleri
farkli yontemlerle (DPPH, ABTS, hidroksil radikal siipiirme ve FRAP) belirlenmistir.
Optimum kosullarda elde edilen hidrolizatlar ile biyoaktif peptitlerin antioksidan
aktiviteleri Cizelge 4.10’da sunulmustur. Biyoaktif peptit fraksiyonlarinin, hidrolizatlara
kiyasla daha diisiik ICso degerlerine sahip olmasi1 biyoaktif peptitlerin daha ytiksek radikal
siiptirme aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. Biyoaktif peptitler, hidroksil radikal
stiplirme aktivitesinde de hidrolizatlara gére daha diisiik ICso degerlerine sahiptir (Cizelge
4.10). Bu durum, feslegen tohumu biyoaktif peptitlerinin hidroksil radikallerini etkili bir
sekilde siiplirdiigiinii ve dolayistyla hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasina
yardimci olabilecegini gostermektedir. FRAP analizi sonuglarina bakildiginda da
biyoaktif peptitlerin antioksidan kapasitesinin hidrolizatlara gore yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 4.10). Literatiirde antioksidan aktiviteye sahip ve bitkisel
kaynaklardan iiretilmis biyoaktif peptitler rapor edilmistir. Chen ve ark. (2022) siyah
fasulye protein hidrolizatlar1 ve biyoaktif peptit fraksiyonlarinin antioksidan 6zelliklerini
incelemisler ve <3 kDa fraksiyonlarin DPPH yontemi ile 67.78 pg/mL ICso degerine sahip
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, siyah fasulye protein hidrolizatinin (>10 kDa) ~300
pg/mL ICso degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Tez caligmasinda elde edilen
sonuglara benzer sekilde, daha kii¢iikk molekiiler agirlifa sahip biyoaktif peptit olarak
degerlendirilen fraksiyonlarmn antioksidan aktivitesinin daha yiliksek oldugu ortaya
konmustur (Chen ve ark., 2022). Bhadkaria ve ark. (2023) fasulye (Vigna aconitifolia
(Jacq.)) tohumu protein izolatindan alkalaz kullanarak antioksidan aktiviteye sahip
biyoaktif peptit liretimi gergeklestirmisler ve <3 kDa peptit fraksiyonunun DPPH i¢in 155
png/mL, ABTS i¢in 159 pg/mL ICso degerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Trigui ve
ark. (2021) c¢orekotu proteinlerinin  hidrolizasyonunu  Savinase® kullanarak
gerceklestirmisler ve antioksidan aktivite gosteren biyoaktif peptit liretmeyi

basarmiglardir. DPPH i¢in ICso degeri 230 pg/mL olarak belirlenmis ve en yliksek
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antioksidan kapasitenin en yiiksek hidroliz derecesine sahip hidrolizatlar i¢in elde edildigi
bildirilmistir (Trigui ve ark., 2021). Xue ve ark. (2015) nohut proteininden elde edilen iki
farkl1 biyoaktif peptit fraksiyonunun DPPH, ABTS ve hidroksil serbest radikal i¢in ICso
degerlerini sirastyla 3.2-8.4, 2.3-3.6 ve 2.0-3.9 pmol/mL olarak tespit etmislerdir. Lu ve
ark. (2019) susam proteininden alkalaz ve tripsin kullanarak biyoaktif peptit elde etmisler
ve farkli ultrafiltrasyon membranlar (3-10 kDa) kullanarak elde edilen fraksiyonlarin
DPPH i¢in 6-22, ABTS i¢in 5-20 mg/mL ICso degerlerini tespit etmislerdir. Chatterjee ve
ark. (2015) susam protein izolatindan papain, pepsin ve alkalaz kullanilarak elde edilen
<3 kDa biyoaktif peptitlerin 1Cso degerlerini 30.4-50.0 mg/mL araliginda belirlemisler,
FRAP i¢in ise 47.7-52.5 mM Fe(II)/g hidrolizat degerine ulagmiglardir. Lu ve ark. (2019)
ve Chatterjee ve ark. (2015)’1in susam protein izolatindan farkli antioksidan aktivite
gosteren biyoaktif peptitler elde etmis olmalar1 Lu ve ark. (2019)’1n ikili enzim sistemi
kullanmas1 ile aciklanmustir. Ikili enzim sisteminin kullanimi ile daha iyi hidroliz
derecesine ulasilmasi, diisiik molekiiler agirliga sahip peptitlerin olusumunu ve yiiksek
antioksidan aktiviteyi saglamistir (Lu ve ark., 2019). Gergeklestirilen tez ¢aligmasinda
elde edilen biyoaktif peptitlerin yliksek antioksidan 6zellik gostermeleri alkalaz ve
flavourzyme enzimlerinin karisim olarak kullanilmasinin ardindan pepsin enziminin de

uygulanmis olmas ile agiklanabilir.

Cizelge 4.10. Feslegen tohumu biyoaktif peptitlerinin antioksidan aktiviteleri

I
Cso FRAP
Ornek " - (ng
DPPH ABTS Hidroksil Serbest Trolox/mL)
(ug/mL) (ug/mL) Radikal
ng g (ng/mL)
Biyoaktif 1855.21
Peptit 7.97 (£0.22) 15.82 (£0.22) 9.15 (£0.14) &37.56)
Hidrolizat 16.69 (£0.00) 34.81 (+0.01) 17.57 (+0.04) 704.58 (+11.79)
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442 Selatlama aktivitesi

Kalsiyum, ¢inko, demir ve bakir gibi iki degerlikli mineraller ¢esitli biyolojik islevlere
sahiptir. Ornegin, insan viicudunda en fazla bulunan kalsiyum toplam viicut agirliginin
%1.5-2.2’sini  olusturur (Daengprok ve ark., 2003). Ayrica kalsiyum, hiicre igi
metabolizma, kemik biiylimesi, kan pihtilagsmasi, sinir iletimi, kas kasilmasi ve kalp
fonksiyonu i¢in onemlidir (Bass ve Chan, 2006). Cinko, ¢ok sayida enzimin katalitik
bileseni olup bir¢cok protein, peptit, hormon, transkripsiyon ve biiytime faktorii ile
sitokinlerde yapisal ve biyolojik bir rol oynar (Bozalioglu ve ark., 2005). Demir,
hemoglobindeki oksijen tasinimindan sorumludur (Tay ve ark., 2011). Bakir, gesitli
enzimler i¢in koenzim olarak 6nemli bir rol oynar (Megias ve ark., 2007). Minerallerin
viicut i¢in 6nemi diisiiniildiigiinde, metal selatlayicilarin giiniimiizde dogal kaynaklardan
alinmas1 popililer bir konu haline gelmistir ve bu kaynaklardan biri de biyoaktif
peptitlerdir. Tez ¢alismasinda selatlama aktivitesi i¢in elde edilen sonuclar Cizelge
4.11°de verilmistir. Biyoaktif peptitlerin metal selatlama aktivitesinin hidrolizatlara gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Diisiik ICso degerine sahip olan feslegen tohumu
protein 1izolatlarindan elde edilen biyoaktif peptitlerin selatlama ajan1 olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Literatiirde, ¢esitli bitkisel protein kaynaklarindan
elde edilen mineral selatlayic1 peptitler rapor edilmistir. Bamdad ve Chen (2013) arpa
protein hidrolizatin1 ultrafiltrasyon iglemiyle ¢esitli fraksiyonlara ayirmiglardir (10, 5 ve
1 kDa). Molekiil agirligi 1 kDa’dan daha kiigiik peptitlerin (ICso = 1.4 mg/ml), 5 kDa—-10
kDa araligindaki peptitlere gére (ICso = 0.54 mg/ml) daha yiiksek Fe*" selatlama
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Yerfistig1 proteini hidrolizatindan ultrafiltrasyon
ile elde edilen <3 kDa fraksiyonlarin Zn?>* selatlama aktivitesinin (%53), 3-5 kDa
fraksiyon (%42), >5 kDa fraksiyon (%45) ve ultrafiltrasyon islemi uygulanmamis
hidrolizatlara (%50) gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Li ve ark., 2020b). Chen ve
ark. (2022) siyah fasulye protein hidrolizatlar1 ve biyoaktif peptit fraksiyonlarinin
selatlama aktivitelerini incelemisler ve 3-10 kDa fraksiyonlarin 46.85 pg/mL ICso
degerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, siyah fasulye protein hidrolizatinin (>10
kDa) selatlama aktivitesi i¢in ~390 pg/mL ICso degerine sahip oldugu tespit edilmistir.
3-10 kDa peptitleri i¢in gozlemlenen yliksek selatlama aktivitesinin, biyoaktif peptitlerin

histidin gibi hidrofilik amino asitler agisindan zengin olmalarmna bagl olarak metal
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iyonlarin1 tutma yeteneginden kaynaklandigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2022).
Selatlama aktivitesine sahip biyoaktif peptitler ayrica susam (Wang, et al., 2012), nohut
(Megias ve ark., 2007; Torres-Fuentes ve ark., 2015) ve ay¢icegi (Megias ve ark., 2008)
gibi bitkisel kaynaklardan da elde edilmistir.

Cizelge 4.11. Feslegen tohumu biyoaktif peptitlerinin selatlama aktiviteleri

ICso
Ornek
Selatlama aktivitesi (mg/mL)
Biyoaktif Peptit 4.85 (£0.04)
Hidrolizat 8.51 (+£0.05)

4.4.3  Anti-hipertansif aktivite

Feslegen tohumu protein izolatindan elde edilen biyoaktif peptitlerin anti-hipertansif
aktiviteleri Cizelge 4.12°de verilmistir. Biyoaktif peptitlerin, ACE inhibisyonunda
hidrolizatlara gére daha diisiik ICso degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.12).
Literatiirde farkli bitkisel kaynaklardan elde edilen peptitlerin ACE inhibitor etkisi
sergiledigi belirlenmis ve ACE inhibisyon degerlerinin peptit kaynagina, hidroliz sekline
ve peptitlerin molekiil agirligina bagl oldugu ifade edilmistir. Sompinit ve ark. (2019)
zerdecal ve zencefil proteinlerinden tripsin ve pepsin kullanilarak elde ettikleri
hidrolizatlarin yiiksek ACE inhibitorii (ICsp = 0.4-1.8 pg/mL) olarak etki gosterdigini
bildirmislerdir. Kheeree ve ark. (2020) limon feslegeni tohumlarindan alkalaz kullanarak
ultrafiltrasyon ve HPLC islemleri ile 879 ve 639 Da molekiiler agirliga ve anti-hipertansif
aktiviteye sahip biyoaktif peptitler elde etmislerdir. 879 ve 639 Da molekiiler agirhiga
sahip biyoaktif peptitler i¢in anti-hipertansif aktiviteye ait 1Cso degerleri sirasiyla 0.124
ve 0.013 mM olarak tespit edilmistir. Limon feslegeni tohumlarinin, fonksiyonel
gidalarda terapdtik ve ticari faydalar sunabilen anti-hipertansif peptitlerin iiretimi i¢in
yararli bir hammadde olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Kheeree ve ark. 2020). Hanafi ve ark.
(2018) alkalaz, papain, flavourzyme ve bromelain enzimleri ile elde ettikleri yesil soya
fasulyesi hidrolizatlarinin, sirastyla 0.14, 0.20, 1.14 ve 0.36 mg/mL ICso degerleri ile
ACE inhibisyon aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Famuwagun ve ark. (2021)

kimotripsin hidrolizi ile tiretilen Solanum makrokarpon yaprak protein hidrolizatindan
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ultrafiltrasyon islemi ile elde ettikleri peptit fraksiyonlarinin, fraksiyonlanmamis
hidrolizattan (ICsop = 2.1 mg/mL) daha gii¢lii bir ACE inhibisyonu (ICso = 0.81-0.84
mg/mL) gosterdigini belirtmislerdir. Yapilan calismada, daha kiiciik boyutlu peptitlerin
ACE’ye kars1 daha iyi afiniteye ve inhibe edici aktiviteye sahip oldugu ileri siiriilmiistiir.
Mune ve ark. (2018) Bambara fasulyesi proteinlerinden alkalaz, tripsin ve termolisin
enzimleri ile elde edilen biyoaktif peptitlerin anti-hipertansif aktivitelerini incelemisler,
alkalaz kullanilarak hidrolize edilen proteinlere ait biyoaktif peptitlerin 52 pg/mL ICso
degerine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bhadkaria ve ark. (2023) fasulye (Vigna
aconitifolia (Jacq.)) tohumu protein izolatindan alkalaz kullanarak biyoaktif peptit
tiretimi gerceklestirmisler ve <3 kDa peptit fraksiyonunun anti-hipertansif aktivitesi
(ACE inhibisyon) i¢in 9.51 pg/mL ICso degeri bildirmislerdir. Torruco-Uco ve ark.
(2009) fasulye protein izolatindan alkalaz ve flavourzyme kullanarak anti-hipertansif
aktiviteye sahip biyoaktif peptitlerin iiretimini geceklestirmisler ve ACE inhibisyon i¢in
ICso degerlerini 56-127 pg/mL araliginda tespit etmislerdir. Segura-Campos ve ark.
(2011) boriilce protein izolatindan flavourzyme kullanilarak elde edilen biyoaktif
peptitlerde en yiiksek anti-hipertansif aktiviteyi <1 kDa molekiil agirlikli biyoaktif
peptitler icin tespit etmisler ve bu fraksiyon i¢in ACE inhibisyon ICsp degerini 0.04
pg/mL olarak belirlemislerdir. Benzer sekilde, Zhu ve ark. (2010) kayis1 ¢ekirdegi
proteinlerinden elde ettikleri biyoaktif peptitlerin (<1 kDa) ACE inhibisyonu i¢in 0.15
mg/mL ICso, ultrafiltrasyon islemi kullanilmadan analiz edilen hidrolizat i¢in ise 0.378
mg/mL ICso degeri tespit etmislerdir. Benzer sekilde gergeklestirilen tez ¢aligmasinda
ultrafiltrasyon isleminin anti-hipertansif aktiviteyi artirdigi gézlenmistir (Cizelge 4.12).
Hidrolizatlarin ultrafiltrasyon islemi ile daha kiicik molekiiler agirliga sahip
fraksiyonlara ayrilmasi sonucunda bu fraksiyonlarin anti-hipertansif aktivitesinin
hidrolizatlara oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Zhu ve ark., 2010; Segura-
Campos ve ark., 2011).
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Cizelge 4.12. Feslegen tohumu biyoaktif peptitlerinin anti-hipertansif aktiviteleri

1Cso
Ornek
e Anti-hipertansif aktivite
(mg/mL)
Biyoaktif Peptit 4.31 (+0.09)
Hidrolizat 5.45 (£0.01)

444  Anti-diyabetik aktivite

Feslegen tohumu protein izolatindan elde edilen biyoaktif peptitlerin anti-diyabetik
aktiviteleri Cizelge 4.13’te verilmistir. Biyoaktif peptitlerin a-amilaz ve a-glukosidaz
enzimlerinin inhibisyonunda daha diisiik ICso degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
enzimlerin inhibisyonu kan sekerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar ve biyoaktif
peptitlerin diyabet yonetiminde potansiyel faydalarini ortaya koyar. Literatiirde farkl
bitkisel proteinlerden elde edilen biyoaktif peptitlerin anti-diyabetik aktivite sergiledigi
bildirilmistir. Vilcacundo ve ark. (2017) kinoa proteinlerinden elde ettikleri biyoaktif
peptitlerin a-amilaz ve a-glukosidaz inhibisyonu igin sirastyla 0.32 ve 1.45 mg/mL ICso
degerlerine ulasildigini bildirmislerdir. Kamal ve ark. (2021) bromelain, kimotripsin ve
pronaz E kullanilarak amarant protein hidrolizatlar1 elde etmigler, en yiiksek anti-
diyabetik etkinin bromelain hidrolizatlari ile saglandigin1 bildirmislerdir. Farkli siirelerde
bromelain ile hidroliz edilen amarant proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptitlerin a-
glukosidaz inhibisyonu i¢in 1.17-1.51 mg/mL ICso degerine sahip oldugu rapor edilmistir
(Kamal ve ark., 2021). Bhadkaria ve ark. (2023) fasulye (Vigna aconitifolia (Jacq.))
tohumu protein izolatindan elde ettikleri biyoaktif peptitlerin anti-diyabetik aktiviteye
sahip oldugunu bildirmisler, a-amilaz inhibisyonu i¢in 127 pg/mL, a-glukosidaz i¢in 122
ug/mL ICsg degeri tespit etmislerdir. Phaseolus vulgaris L. bitkisinin bir peptit fraksiyonu
(<1 kDa), %76’lik bir a-glukosidaz inhibisyonu sergilemistir (Oseguera-Toledo ve ark.,
2015). Mudgil ve ark. (2023) keten ve ¢iya tohumu proteinlerinden alkalaz, bromelain ve
papain kullanarak elde ettikleri protein hidrolizatlari i¢in yiiksek a-glukosidaz inhibitor
etkisi bildirmislerdir. Ciya ve keten tohumu proteinlerinden 6 saat slire sonunda elde
edilen papain hidrolizatlarinin sirasiyla 264 ve 562 pg/mL ICso degerine sahip oldugu
tespit edilmistir (Mudgil ve ark., 2023). Awosika ve Aluko (2019) sar1 bezelye protein
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hidrolizatina uygulanan ultrafiltrasyon igleminin, hem a-amilaz hem de a-glukosidaz
enzimlerine kars1 inhibitér Ozelliklere sahip fraksiyonlara ayrilmasini sagladigi
bildirilmistir. Siow ve ark. (2017) kimyon tohumlarindan ii¢ farkli a-amilaz inhibitor
ozellikli peptit izole etmisler ve bu peptitlerin a-amilaz inhibisyonu i¢in ICso degerlerini
1.58 ve 5.60 mg/mL araliginda belirlemislerdir. Admassu ve ark. (2018) Viscozyme® L
enzimi ile 6n islem uygulanan kirmizi deniz yosunlarindan (Porphyra spp.) elde edilen
proteinlerden alkalaz, notraz, pepsin ve tripsin kullanarak anti-diyabetik aktiviteye sahip
peptitler iiretmisler ve en diisiik ICso degerini 2.62 mM olarak tespit etmislerdir. Ngoh
ve ark. (2017) fasulye protein izolatindan Protamex kullanilarak elde ettikleri a-amilaz
inhibitdr peptitlerinin 0.31 mM ICso degeri ile yiiksek o-amilaz inhibitdr aktivitesi
gosterdigini belirlemislerdir (Ngoh ve ark., 2017).

Cizelge 4.13. Feslegen tohumu biyoaktif peptitlerinin anti-diyabetik aktiviteleri

1Cso
Ornek
e a-amilaz a-glukosidaz
(mg/mL) (mg/mL)
Biyoaktif Peptit 3.91 (+£0.03) 4.84 (+£0.02)
Hidrolizat 7.59 (£0.01) 15.61 (£0.01)

445  Antimikrobiyal aktivite

Feslegen tohumu protein izolatindan elde edilen biyoaktif peptit 6rnekleri icin elde edilen
antimikrobiyal aktivite sonuclar1 Sekil 4.8’de gdsterilmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan penisilinin bes farkli mikroorganizmaya (E. coli, S. Typhimurium, B. cereus,
S. aureus ve L. monocytogenes) antimikrobiyal etkisi oldugu goriilmiistiir (zon c¢ap1 >1
cm). Negatif kontrol olarak saf su kullanildi§inda herhangi bir zon olusmamustir.
Optimum kosulda elde edilen biyoaktif peptit drneklerinin E. coli, S. Typhimurium ve B.
cereus tizerinde antimikrobiyal aktivitesine rastlanmazken, S. aureus ve L.
monocytogenes lizerinde antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir (Sekil 4.8). Biyoaktif
peptit drneklerinin zon ¢aplar1 L. monocytogenes ig¢in 1.72-1.94 cm, S. aureus igin 1.03-
1.15 cm olarak belirlenmistir. Antimikrobiyal etkinin bakterilerin morfolojik yapilari ile

iliskili oldugu disiiniilmektedir. Gram negatif olan E. coli ve S. Typhimurium iizerinde
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antimikrobiyal aktivite gozlenmezken, Gram pozitif olan S. aureus ve L. monocytogenes
tizerinde gii¢lii bir antimikrobiyal aktivite saglanmistir. Gram-pozitif bakteriler, esas
olarak peptidoglikanlardan olusan kalin bir hiicre duvarina sahipken, Gram-negatif
bakteriler, peptidoglikanlardan olusan ince bir hiicre duvari ile lipopolisakkaritler,
lipoproteinler ve fosfolipidler iceren bir dis hiicre zarina sahiptir. Gram-negatif
bakterilerin enzimlere, hidrofobik molekiillere ve antibiyotiklere kars1 direnci dis zarin
Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Ray ve Bhunia, 2007). Gram-negatif bakterilerde
bulunan lipopolisakkarit tabakasinin kiigiik antimikrobiyal molekiillerin gecisine karsi,
Gram-pozitif bakterilerin peptidoglikan tabakasindan daha direngli oldugu ifade
edilmektedir (Rai ve ark., 2017). Arulrajah ve ark. (2020) kenaf tohumu proteinlerinden
L. casei ve L. pentosus kullanarak fermantasyonu yolu elde ettikleri biyoaktif peptitlerin
antimikrobiyal 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada, biyoaktif peptitlerin Gram-pozitif
(Bacillus subtilis, L. monocytogenes ve S. aureus) ve Gram-negatif (V. parahaemolyticus,
E. coli ve S. Typhimurium) bakteriler iizerinde <%94 oraninda antibakteriyel etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir. Song ve ark. (2020) pamuk tohumu proteininden alkalaz
kullanilarak elde ettikleri biyoaktif peptitlerin (1-4 mg/mL konsantrasyon araligi) S.
aureus, E. coli, S. Typhimurium ve Streptococcus iizerindeki antibakteriyel etkilerini
incelemis, artan peptit konsantrasyonlarinda inhibisyon zon ¢apinin da arttigini, 4 mg/mL
peptit konsantrasyonunda en bilylikk zon ¢apmm S. aureus icin elde edildigini

bildirmislerdir.

B. cereus gram pozitif bir bakteri olmasina ragmen endospor olusturmaktadir. Endosporlu
bir bakteri olan B. cereus antimikrobiyal ajanlara karsi endospor iiretmeyen bakterilere
gore daha direnclidir (Anumudu ve ark., 2021). Bu nedenle feslegen tohumundan elde
edilen biyoaktif peptitlerin B. cereus iizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig

distiniilmektedir.
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Sekil 4.8. Feslegen tohumu biyoaktif peptitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri (a) E. coli,
(b) S. Typhimurium, (c) B. cereus, (d) S. aureus ve (e) L. monocytogenes
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4.4.6  Biyoaktif peptitlerin gastrointestinal sistem (GIS) stabiliteleri

Biyoaktif peptitler, biyo-fonksiyonelliklerini sergilemeden dnce hem fizyolojik seviyede
hem de gidalar i¢inde yapisal biitiinliiklerini koruma gibi bazi zorluklarla kars1 karsiya
kalmaktadir. Baz1 ¢alismalar, 6zellikle di- ve tri-peptitlerin, bagirsak membranindan
gecerek nanomolar veya hatta pikomolar konsantrasyonlarda sistemik dolagima ulastigini
bildirmektedir. Genel olarak, biyoaktif peptitlerin oral yolla alindiginda ve
gastrointestinal sindirime maruz kaldiginda 6zellikle mide, pankreas ve ince bagirsak
membran enzimleri ve mide asidik kosullar1 nedeniyle biyoyararliliklar1 engellenebilir
(Aguilar-Toala ve ark., 2022). Feslegen tohumu protein izolatindan optimum kosullarda
elde edilen biyoaktif peptitlerin (<10 kDa fraksiyon) gastrointestinal sistem (GIS)
stabiliteleri, agiz, mide ve bagirsak olarak simiile edilmis ortamlardaki biyoaktif
Ozelliklerinin geri kazanimlar1 kullanilarak ortaya konmustur. Antioksidan aktivite,
selatlama aktivitesi, anti-hipertansif aktivite ve anti-diyabetik aktivite icin GIS
stabiliteleri, ilgili analizlerin agiz, mide ve bagirsak ortamlarindan inkiibasyon stireleri
sonunda Ornek alinarak gerceklestirilmesi ve kalan aktivitenin belirlenmesi ile ortaya
konmustur. Tiim fonksiyonel 6zellikler i¢in geri kazanim degerlerinin yiizde (%) olarak

ifade edilmistir.

Antioksidan aktivite icin GIS sonuclar1 Sekil 4.9°da gosterilmistir. Sonuclara gére, ag1z
sathasinda farkli analizler ile gerceklestirilen antioksidan aktivitenin %58.73-68.31
oraninda korundugu tespit edilmistir. Buna karsin ii¢ farkli antioksidan aktivite analizinde
mide safhasinda geri kazanim oraninin %31.36-34.44 diizeylerine geriledigi tespit
edilmistir. Bagirsak safhasinda ise geri kazanim oran1 %10.31-14.65 seviyelerine kadar
azalmigtir (Sekil 4.9). Wang ve ark. (2015) ticari serin-metiyonin biyoaktif peptiti i¢in in
vitro kosullarda gastrointestinal sindirim sonrasinda antioksidan aktivitenin ~%16
oraninda azaldigin bildirmislerdir. Bu durumun, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bir
fragmentin sindirim sonrasinda yapidan ayrilmast ile iligkili oldugu bildirilmistir (Wang
ve ark., 2015). Karliga (2020) selenyum ile zenginlestirilmis S. platensis’den elde edilen
biyoaktif peptitlerin in vitro kosullarda gastrointestinal sindirim sistemindeki
biyoyararliligin1 incelemis, DPPH ve ABTS analizleri ile belirlenen antioksidan
aktivitenin agiz, mide ve bagirsak safhalarindan sonra ~%95 oraninda azaldigini

bildirmistir.
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Sekil 4.9. Biyoaktif peptitlerin antioksidan aktivitelerinin in vitro kosullarda GIS
stabiliteleri

Selatlama aktivitesi i¢in elde edilen GIS sonuglar1 Sekil 4.10°da gdsterilmistir.
Antioksidan aktiviteye benzer sekilde, feslegen tohumlarindan elde edilen biyoaktif
peptitlerin selatlama aktivitelerinin in vitro gastrointestinal sindirim sonrasinda ~%80
oraninda azaldig1 belirlenmistir. Literatiirde tez ¢alismasinda elde edilen verilere iliskin
benzer ¢alismalar bulunmasa da Dbiyoaktif peptitlerin selatlama aktivitesinin

gastrointestinal sistemde azalabilecegi bildirilmistir (Yu ve ark., 2023).
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Sekil 4.10. Biyoaktif peptitlerin selatlama aktivitelerinin in vitro kosullarda GIS
stabiliteleri

Anti-hipertansif aktivite icin elde edilen GIS sonuglar1 Sekil 4.11°de gosterilmistir.
Feslegen tohumlarindan elde edilen biyoaktif peptitlerin anti-hipertansif aktivitelerinin in
vitro gastrointestinal sindirimde ag1z sathasinda ~%80 oraninda korunmasina karsin, son
satha olan bagirsak safhasinda aktivitenin ~%86’sinin kaybedildigi belirlenmistir.
Tavares ve ark (2011) peynir alt1 suyu protein izolatlarindan elde ettikleri biyoaktif
peptitlerde in vitro gastrointestinal sindirim sonucunda ACE inhibisyon aktivitesi 1Cso
degerinin 253.6 pg/mL’den 336.3 ug/mL degerine ulastigini bildirmislerdir. Mide ve
bagirsak fazindaki sindirim enzimlerinin ACE enzimi inhibisyonu olusturan peptitlerin
kismi pargalanmasina yol a¢tig1 ve bu nedenle ACE inhibisyon aktivitesinin azaldig ifade
edilmistir (Tavares ve ark., 2011). Benzer sekilde, Miguel ve ark. (2006) ovalbuminden
elde edilen biyoaktif peptitlerin ACE inhibisyon aktivitesinin in vitro gastrointestinal
sindirimin mide ve bagirsak safhalarinda 6nemli oranda azaldigini, bu durumun ACE
inhibitorii peptitlerin u¢ kisimlarindan pargalanmasi sonucunda ortaya ¢iktigini

bildirmislerdir.
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Megias ve ark. (2009) aygicegi proteininden alkalaz kullanarak iirettikleri biyoaktif
peptitler i¢in in vitro gastrointestinal sindirim stabilite ¢alismasi gerceklestirmislerdir.
Yalnizca mide sivisinda 1 saat bekletilen peptitlerin ACE inhibisyon degerinde degisiklik
gbzlenmemistir. Buna karsin, asamali olarak mide sivisinda 1 saat ve bagirsak sivisinda
1 saat bekletilen peptitlerin 1Cso degerinin 20.4 pg/mL’den 50.0 pg/mL’ye arttig1 tespit
edilmistir. Ayrica, asamali olarak mide sivisinda 1 saat ve bagirsak sivisinda 3 saat
bekletilen peptitlerin 1Cso degerinin 20.4 pg/mL’den 68.2 pg/mL’ye yiikseldigi
gozlenmistir. Aycicegi proteinlerinden elde edilen biyoaktif peptitlerin bagirsak sivisinda
bekletilmesi ile ACE inhibisyon aktivitesinin onemli oranda azaldigi bildirilmistir

(Megias ve ark., 2009).
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Sekil 4.11. Biyoaktif peptitlerin anti-hipertansif aktivitelerinin in vitro kosullarda GIS
stabiliteleri

a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri kullanilarak tespit edilen anti-diyabetik aktivite i¢in
elde edilen GIS sonuglar1 Sekil 4.12°de gosterilmistir. Feslegen tohumlarindan elde edilen
biyoaktif peptitlerin anti-diyabetik aktivitelerinin a-amilaz ve a-glukosidaz i¢in benzer
sonuglar verdigi belirlenmistir (Sekil 4.12). Literatiirde dogrudan anti-diyabetik

aktivitenin in vitro sindirim kosullarinda GIS stabilitelerinin belirlendigi bir calismaya
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rastlanmamustir. Ancak diger ozelliklerde oldugu gibi anti-diyabetik aktiviteye sahip

peptitlerin kismi pargalanmasinin geri kazanim oranini diislirdiigli tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.12. Biyoaktif peptitlerin anti-diyabetik aktivitelerinin in vitro kosullarda GIS

stabiliteleri
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5. SONUC

Gergeklestirilen tez calismasinda, feslegen tohumundan proteinlerin ekstraksiyonu
amaciyla enzimatik 6n islemin ardindan klasik alkali ekstraksiyon ve ultrasonik destekli
ekstraksiyon (UDE) islemleri uygulanmistir. Enzimatik 6n islem i¢in deneysel bir tasarim
olusturulmus ve olusturulan tasarima gore enzim uygulamasinin ardindan ekstraksiyon
islemleri klasik alkali ekstraksiyon ile gerceklestirilmistir. Enzimatik 6n islem i¢in pH,
sicaklik, enzim miktar1 ve islem siiresi bagimsiz degiskenler, protein verimi ve indirgen
seker icerigi ise bagimh degiskenler olarak tanimlanmis ve en yiiksek protein verimi ve
indirgen seker miktarini saglayan kosullar belirlenmistir. Ayrica, optimum kosullarda
gerceklestirilen enzimatik 6n islemin ardindan Orneklere UDE islemi uygulanmistir.
Boylelikle tez c¢aligmasinda, enzimatik On islem uygulanmamis ve klasik alkali
ekstraksiyon ile elde edilen kontrol (K) 6rnegi, optimum enzimatik 6n islem kosullarinda
klasik ekstraksiyon ile elde edilen E+KE ornegi ve optimum enzimatik 6n islem
kosullarinda UDE islemi ile elde edilen E+UDE 06rnegi olmak iizere ii¢ farkli protein
izolat1 elde edilmistir. Protein izolatlarinin koagiile protein yiizdesi, su tutma kapasitesi,
yag tutma kapasitesi, kopiik oOzellikleri, emiilsifikasyon ozellikleri ve c¢oziiniirliik
ozellikleri belirlenerek karakterizasyonlari saglanmistir. Ayrica ii¢ farkli protein
izolatinin yapisal ve termal Ozellikleri ile molekiil agirliklar: tespit edilmis, E+UDE

orneklerinin amino asit profili belirlenmistir.

Enzimatik 6n islemin optimizasyonu ic¢in pH 3.0-5.0, sicaklik 35-50°C, enzim miktari
0.5-5.0 FBGU/g tohum ve islem siiresi 1-4 saat bagimsiz degiskenler olarak segilmis ve
en yliksek protein verimi ve indirgen seker miktarin1 saglayan kosullar belirlenmistir.
Optimizasyon islemi sonucunda en yiiksek protein verimi ve indirgen seker miktar1 pH
3.01, sicaklik 52.11°C, enzim miktar1 3.75 FBGU/g tohum ve siire 3.70 saat kosullarinda
tespit edilmistir. Bu kosullarda, protein verimi %86.55 ve indirgen seker miktart 164.63
mg glukoz/g tohum olarak tahminlenmistir. Dogrulama testleri sonuglaria gore deneysel
verilerin istatistiksel olarak tahminlenen degerlerden farkli olmadigir goriilmiistir

(p>0.05).

Feslegen tohumundan elde edilen ii¢ farkli protein izolatinin karakterizasyonu

gerceklestirilmistir. Kontrol, E+KE ve E+UDE o6rneklerinin koagiile protein yiizdeleri
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sirastyla %3.9, %5.4 ve %7.0 olarak belirlenmistir. UDE isleminin koagiile protein
ylizdesini belirgin sekilde artirdig1 tespit edilmistir (p<0.05). Kopiik kapasitesi kontrol
ornegi i¢in %63, E+KE 6rnegi i¢cin %69, E+UDE 6rnegi icin %71 olarak belirlenmistir.
En diisiik kopiik kapasitesi degeri kontrol 6rneginde tespit edilmistir. Kopiik stabilitesi
ise kontrol ornegi i¢in %56, E+KE 6rnegi i¢in %57, E+UDE 6rnegi igin %59 olarak
belirlenmistir. En yiiksek kopilik stabilitesine sahip 6rnegin E+UDE oldugu
bulgulanmistir. Kontrol, E+KE ve E+UDE o6rneklerinin su tutma kapasiteleri sirasiyla
3.6, 5.0, 5.2 ve yag tutma kapasiteleri sirasiyla 3.1, 3.7, 3.8 g/g olarak tespit edilmistir.
Ultrasonikasyon ve enzimatik islemin feslegen tohumu protein izolatlarinin su ve yag
tutma kapasitesini olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir. Kontrol, E+KE ve E+UDE
orneklerinin emiilsiyon stabiliteleri sirasiyla 29.6, 31.1 ve 33.0 dakika, emiilsiyon
kapasiteleri %54.4, %63.3 ve %67.8, emiilsiyon aktiviteleri ise 76.8, 77.5 ve 80.0 m?/g
olarak tespit edilmistir. Emiilsifikasyon 6zellikleri agisindan en diisiik 6zellikler kontrol

orneginde, en yiiksek 6zellikler E+UDE 6rneginde belirlenmistir.

Feslegen tohumu protein izolatlariin farkli pH kosullarinda ¢oziinirliikleri
belirlenmistir. En diisiik protein ¢oziiniirliigiiniin pH 4.0’da oldugu belirlenmis, bu nokta
feslegen tohumu proteinleri i¢in izoelektrik nokta olarak tespit edilmistir. En yiiksek
protein ¢oziintirligiiniin ise pH 12.0°de oldugu belirlenmistir. Kontrol érneginde tiim pH
degerleri icin en diisiik protein ¢oziiniirliigii gézlemlenmistir. E+UDE 06rneginde en
yluksek protein ¢oziiniirliikleri gozlemlenmistir. Her 6rnek i¢cin pH 4.0’dan pH 8.0°a kadar
hizli bir artis gozlenmis, pH 8.0’dan pH 12.0’a kadar daha yavas bir artis oldugu
belirlenmistir. Enzimatik 6n islem ve UDE’nin protein ¢oziiniirligiinii arttirdigi

belirlenmistir.

Feslegen tohumu protein izolatlarinin molekiiler agirliklart SDS-PAGE ve yapisal
ozellikleri FT-IR analizleri ile belirlenmistir. SDS-PAGE sonuglari, protein izolatlarinin
molekiiler agirliklarinin ~22 kDa ile ~82 kDa arasinda degistigini gostermistir. Yapisal
analizler, proteinlerin ekstraksiyon yontemine bagli olarak belirgin farkliliklar
gostermedigini  ve ultrasonikasyon isleminin protein yapisini  Onemli Olcilide
degistirmedigini ortaya koymustur. FT-IR analizleri, tiim protein izolatlar1 i¢in Amid I,
Amid Il ve Amid III bantlarinin varligin1 dogrulamigtir. Protein izolatlarinin ikincil

yapilari arasinda en yiiksek orana sahip olan yap1 B-tabaka (kontrol, E+KE ve E+UDE

95



ornekleri icin sirasiyla %40.7, %42.9 ve %43.7) olarak tespit edilmistir. Denatiirasyon
sicakliklar1 kontrol, E+KE ve E+UDE 6rnekleri i¢in sirasiyla 98.42, 164.98 ve 209.60°C,
denatiirasyon entalpi degerleri (AHq) ise kontrol, E+KE ve E+UDE 6rnekleri i¢in sirasiyla
133 J/g, 105.89 J/g ve 47.53 J/g olarak belirlenmistir.

Feslegen tohumundan enzimatik 6n islem ve UDE ile elde edilen protein izolatlarinin
amino asit kompozisyonu belirlenmistir. Fesle§en tohumu protein izolatinin toplam
esansiyel amino asit miktar1 327.51 g amino asit/kg protein izolati olarak tespit edilmistir.
E+UDE 6rneklerinin esansiyel amino asitlerden 16sin (70 g amino asit /kg protein izolat1)
ve lizin (56 g amino asit /kg protein izolat1), esansiyel olmayan amino asitlerden ise
arjinin (64 g amino asit /kg protein izolat1) ve glutamik asit (82 g amino asit /kg protein
izolat1) agisindan zengin oldugu belirlenmistir. E+UDE 6rneklerinin siilfiir iceren amino
asitleri ise diisiik oranda icerdigi tespit edilmistir (24 g amino asit /kg protein izolati).
Hidrofobik amino asitlerin fazla miktarda bulunmasi (331 g amino asit /kg protein izolat1)

protein izolatlarinin yiiksek 1s1l stabiliteye sahip olabilecegini ortaya koymustur.

E+UDE o6rneklerinden enzimatik hidrolizle biyoaktif peptit {iretiminin optimizasyonu
icin bagimsiz degiskenler enzim:substrat orani 0.5-15%, alkalaz:flavourzyme orani 0.5-
1.0 U/U ve hidroliz siiresi 60-150 dakika olarak se¢ilmistir. En yiiksek hidroliz derecesi
ve en yiksek DPPH inhibisyonunu saglayan kosullar optimizasyon islemi ile
belirlenmistir. Optimizasyon ¢alismasi sonucunda optimum kosullar enzim:substrat orani
%12.26, alkalaz:flavourzyme oran1 0.63 U/U ve hidroliz siiresi 157.33 dakika olarak
belirlenmistir. Belirlenen optimum kosul i¢in tahminlenen hidroliz derecesi %73.73 ve
DPPH inhibisyonu %41.23 olarak tespit edilmistir. Optimum kosullarda ii¢ tekrarh
dogrulama denemeleri yapilmis ve tahminlenen ve deneysel degerlerin birbirinden
istatistiksel olarak farkli olmadig1 saptanmistir (p>0.05). Hidroliz siiresinin genel olarak
diisiik oldugu durumlarda daha diisiik hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonu elde
edilmis, siirenin arttig1 durumlarda daha fazla hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonu
gbzlemlenmistir. Alkalaz:flavourzyme orani hidroliz derecesi ve DPPH inhibisyonunu
onemli oranda etkilemis, genel olarak enzimlerin ayni miktardaki karisimi en yliksek
hidroliz derecesi ve DPHH inhibisyonu saglamistir. Enzim:substrat orani arttikca hidroliz
derecesi ve DPHH inhibisyonunun da arttig1 gozlemlenmistir. Enzim:substrat oraninin

9%0.5 oldugu durumlarda en diisiik hidroliz derecesi ve DPHH inhibisyonu belirlenmistir.
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Feslegen tohumu protein izolatlarindan elde edilen biyoaktif peptitler antioksidan,
selatlama, anti-hipertansif ve anti-diyabetik aktiviteler a¢isindan 6nemli sonuglar
gostermistir. Feslegen tohumu protein izolatlarindan elde edilen biyoaktif peptitlerin
DPPH, ABTS ve hidroksil serbest radikal i¢in ICso degerleri sirasiyla 8.0, 15.8 ve 9.15
ng/mL, FRAP ile belirlenen antioksidan aktivite degeri ise 1855 pg Trolox/mL olarak
tespit edilmistir. Feslegen tohumu protein izolatlarindan elde edilen biyoaktif peptitlerin
selatlama aktivitesi i¢in ICso degeri ise 4.9 mg/mL olarak belirlenmistir. Elde edilen
biyoaktif peptitlerin anti-hipertansif aktivitesi i¢in ICso degeri 4.3 mg/mL olarak tespit
edilmistir. Ultrafiltrasyon isleminin hidrolizat1 diisitk molekiiler agirlikli fraksiyona
ayirmast sonucunda, anti-hipertansif aktivitenin énemli oranda arttig1 bulgulanmistir.
Biyoaktif peptitlerin a-amilaz ve a-glukosidaz enzimlerinin inhibisyonunda diisiik 1Cso
degerlerine sahip oldugu (3.9 mg/mL ve 4.8 mg/mL) belirlenmistir. Elde edilen bulgular,
feslegen tohumu biyoaktif peptitlerinin diyabet yonetiminde kullanilma potansiyelini

ortaya koymustur.

Feslegen tohumu protein izolatindan elde edilen biyoaktif peptit 6rnekleri i¢in elde edilen
antimikrobiyal aktivite sonug¢larina gore, E. coli, S. Typhimurium ve B. cereus lizerinde
antimikrobiyal aktiviteye rastlanmazken, S. aureus ve L. monocytogenes tiizerinde
antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir. Biyoaktif peptit orneklerinin zon ¢aplart L.
monocytogenes i¢in 1.72-1.94 cm, S. aureus ic¢in 1.03-1.15 cm olarak belirlenmistir.
Feslegen tohumu protein izolati biyoaktif peptitleri Gram-pozitif bakteriler iizerinde

etkinlik gosterirken, Gram-negatif bakteriler lizerinde etkili olmamustir.

Feslegen tohumu protein izolatindan elde edilen biyoaktif peptitlerin antioksidan aktivite,
selatlama aktivitesi, anti-hipertansif aktivite ve anti-diyabetik aktivite icin GIS
stabiliteleri tespit edilmistir. Antioksidan aktivite i¢in ag1z sathasinda farkli analizler ile
gerceklestirilen antioksidan aktivitenin  %58.73-68.31 oraninda korundugu tespit
edilmistir. Buna karsin {i¢ farkli antioksidan aktivite analizinde mide sathasinda geri
kazanim oraninin %31.36-34.44 diizeylerine geriledigi tespit edilmistir. Bagirsak
sathasinda ise geri kazanim oran1 %10.31-14.65 seviyelerine kadar azalmistir. Biyoaktif
peptitlerin selatlama aktivitelerinin in vitro gastrointestinal sindirim sonrasinda ~%80
oraninda azaldig1 belirlenmistir. Feslegen tohumlarindan elde edilen biyoaktif peptitlerin

anti-hipertansif aktivitelerinin agiz sathasinda ~%80 oraninda korunmasina karsin, son
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satha olan bagirsak safhasinda aktivitenin ~%86’sinin kaybedildigi belirlenmistir.
Feslegen tohumlarindan elde edilen biyoaktif peptitlerin anti-diyabetik aktiviteleri (a-
amilaz ve a-glukosidaz) icin GIS sonuglari, anti-diyabetik aktivitenin bagirsak sathasinda

%85 ve %82 oraninda azaldigini géstermistir.

Gergeklestirilen tez calismasinda, farkli yontemlerle izole edilen feslegen tohumu
proteinlerinin ve biyoaktif peptitlerin karakterizasyonu kapsamli bir sekilde yapilmistir.
Feslegen tohumu proteinlerinin ekstraksiyon kosullar1 arastirtlmis ve farkli yontemler ile
elde edilen protein izolatlarmin karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica, feslegen
tohumu protein izolatindan enzimatik hidroliz islemi ile biyoaktif peptitlerin iiretimi ve
elde edilen biyoaktif peptitlerin karakterizasyonu saglanmistir. Karakterizasyon
sonuglarina gore, feslegen tohumu protein izolatlarmin yiliksek besinsel degeri ve
fonksiyonel 6zellikleri, feslegen tohumu protein izolatlarinin gida endiistrisinde genis
kullanim potansiyelini ortaya koymustur. Enzimatik ve ultrasonik yoOntemlerin
kombinasyonu ile elde edilen protein izolatlari, ¢esitli gida uygulamalari i¢in uygun olup,
farkli ticari tiriinlerde besinsel kalitenin artirilmasina katki saglayabilecek diizeydedir.
Ayrica, feslegen tohumu protein izolatlarindan iiretilen biyoaktif peptitlerin insan sagligi
tizerinde yararli etkilere sahip olabilecegi saptanmis ve bu peptitlerin antioksidan,
antimikrobiyal ve diger biyoaktif 6zellikleri detayli bir sekilde incelenmistir. Elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde, feslegen tohumu protein izolatlar ile bu izolatlardan elde
edilen biyoaktif peptitlerin gida endiistrisinde yenilik¢i iirlinlerde genis bir kullanim
potansiyeline sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Tez calismasi, gelecekte yapilacak
aragtirmalara 151k tutabilecek nitelikte olup, feslegen tohumu protein izolat1 ve biyoaktif

peptitlerin fonksiyonel gida uygulamalari i¢in 6nemli bir temel olusturmaktadir.
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