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TESEKKUR VE ONSOZ
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danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Didem SAHINGIL’e ve degerli hocam Prof. Dr. Ali Adnan
HAYALOGLU’ng;

Deneysel ¢alismalarim sirasinda bana yardimci olan Indnii Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii LAB 315 grubunda bulunan degerli arkadaslarima;

Tezin uygulama asamasinda FYL-2018-1166 No’lu proje ile aragtirmama vermis
olduklar1 maddi ve manevi destekten dolay1, inénii Universitesi BAP birimine;

Bursa Teknik Universitesi’ nde birlikte gérev yaptigim degerli hocam Dr. Ogr. Uyesi
Adnan Fatih DAGDELEN’e ve biitiin ¢alisma arkadaslarima;

Tez yazimi siiresince bana destek olan sevgili arkadasim Uzman Dr. Hesna Giil
CELER’e;

Bu giinlere gelmemde en biiyiik katkisi olan, karsilastigim tiim zorluklarda yanimda yer
alarak beni her acidan destekleyen, sonsuz 6zveri ve fedakarlik gosteren, hayatimin her
basamaginda desteklerini ve sevgilerini hissettigim canim aileme;

Sadece hayatimda var olmasiyla bile hayatim1 anlamli kilan, evimin nesesi biricik oglum

Yusuf Talha Piring’e;

Tim i¢tenligimle tesekkiir ederim.



ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Beyaz dut (Morus alba L.) ve yapraklarindan
elde edilen protein ekstraktlarinin ve fraksiyonlarinin biyoaktif 6zelliklerinin (ACE-
inhibisyon ve antioksidan aktiviteleri) belirlenmesi” baslikli bu c¢alismamin bilimsel
ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitlin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakgada yontemine uygun
bicimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Fatma Tuba PIRINC
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dyh
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Anjiontensine converting enzyme

: Hippuryl-histidyl-leucine

: Bovine serum albumin

: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

: Hippuryl--histidyl-leucine

. %50 inhibitér madde konsantrasyonu

: Toplam serbest amino asit miktari

. (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6- sulfonik asit)) soliisyonu
: Cadmium ninhydrin

: Molekiil agirlig

: Captopril

: Askorbik asit

: Absorbans

: Leucine

: Is1l islem uygulanmayan dut 6rneginin protein ekstrakti

: 50°C’de 151l islem uygulanan dut 6rneginin protein ekstrakti

: 60°C’de 151l islem uygulanan dut 6rneginin protein ekstrakti

: 70°C’de 151l 15lem uygulanan dut 6rneginin protein ekstrakti

: 80°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin protein ekstrakti

: 90°C’de 151l islem uygulanan dut 6rneginin protein ekstrakti

: Is1l islem uygulanmayan dut 6rneginin protein hidrolizat

: 50°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin protein hidrolizati

: 60°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin protein hidrolizati

: 70°C’de 151l islem uygulanan dut 6rneginin protein hidrolizati

: 80°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin protein hidrolizati

: 90°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin protein hidrolizati

- Is1l islem uygulanmayan dut 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu

: 50°C’de 151l islem uygulanan dut 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu

: 60°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu

: 70°C’de 151l islem uygulanan dut 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu

: 80°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu

: 90°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu

> Is1l islem uygulanmayan dut 6rneginin MA<10kDa fraksiyonu
:50°C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin MA<10kDa fraksiyonu

: 60 °C’de 1s1l iglem uygulanan dut 6rneginin MA<10kDa fraksiyonu
: 70 °C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin MA<10kDa fraksiyonu
: 80 °C’de 1s1l iglem uygulanan dut 6rneginin MA<10kDa fraksiyonu
: 90 °C’de 1s1l islem uygulanan dut 6rneginin MA<10kDa fraksiyonu
: Kuru dut yapragi (islem uygulanmadi)

: Is1l islem uygulanmayan dut yapragi 6rneginin protein ekstrakti

: 50°C’de 151l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin protein ekstrakti
: 60°C’de 151l islem uygulanan dut yapragi drneginin protein ekstrakti
: 70°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin protein ekstrakti
: 80°C’de 151l islem uygulanan dut yapragi drneginin protein ekstrakti
: 90°C’de 151l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin protein ekstrakti
: Is1l islem uygulanmayan dut yapragi 6rneginin protein hidrolizati

: 50°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin protein hidrolizati

viii



dy60h
dy70h
dy80h
dy90h
dyh3
dy50h3
dy60h3
dy70h3
dy80h3
dy90h3
dyh10
dy50h10

dy60h10
dy70h10
dy80h10

dy90h10

: 60°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin protein hidrolizati

: 70°C’de 1s1l iglem uygulanan dut yapragi 6rneginin protein hidrolizati

: 80°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi érneginin protein hidrolizati

: 90°C’de 1s1l iglem uygulanan dut yapragi 6rneginin protein hidrolizati

: Is1l islem uygulanmayan dut yapragi 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu
:50°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu
: 60°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu
: 70°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu
: 80°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu
: 90°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi 6rneginin MA<3kDa fraksiyonu
: Is1l islem uygulanmayan dut yapragi 6rneginin MA<10kDa fraksiyonu
:50°C’de 1s1l islem uygulanan dut yapragi Orneginin

fraksiyonu
:60°C’de 1s1l islem
fraksiyonu
:70°C’de 1s1l islem
fraksiyonu
:80°C’de 1s1l islem
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Biyoaktif peptitler, gidalarin yapisindaki proteinlerin iginde inaktif halde iken enzimatik hidroliz,
fermentasyon ve 1s1l islem gibi proseslerle aktiflesen bilesiklerdir. Bu sebeple ¢alismada kullanilan
kuru dut ve kuru dut yapragi 6rneklerine 1s1l islem ve enzimatik hidroliz uygulanarak proteinlerin
Anjiyotensin dontstiiriicii enzim (ACE) inhibisyon aktivitesi ve antioksidan kapasitesi tizerine
etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Protein ekstraktlarini maksimum verimle elde edebilmek i¢in
izoelektrik nokta (pH:9) ve alkali oziitleme noktasi (pl:5) belirlenmis ve ekstraktsiyon bu
parametrelerle gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar; pepsin, tripsin, kimotripsin ve alkalaz
enzimleri ile hidrolize edilmis ve en yiiksek hidroliz veriminin pepsinle oldugu tespit edilmistir.
Proteinlerin hidrolizinden sonra, peptitleri molekiil biiyiikliikklerine gore ayirmak amaciyla 10 kDa
ve 3 kDa membranlart kullanilmustir. Dut 6rnekleri iginde istatistiksel olarak en yiiksek ACE
inhibisyon aktivitesinin 50°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin ekstrakt ve hidrolizatlarina ait oldugu
gortilmektedir (ICgq: 0.061mg /mL). Ayrica bu 6rnegin molekiil agirlhigi 3kDa altindaki fraksiyonun,
10 kDa altindaki fraksiyondan daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Diger 6rnekler ile
kiyaslandiginda sicaklik siddeti arttikca ACE inhibisyon aktivitesinin azaldigi ve en diisiik
aktivitenin 90°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnege ait oldugu belirlenmistir. Antioksidan kapasitesi
acgisindan dut Ornekleri kiyaslandiginda antihipertansif etkinin aksine sicaklik siddeti arttikga
antioksidan kapasitenin arttig1 ve en yiiksek aktivitenin 90°C’de hidrolize edilen 6rnege ait oldugu
belirlenmistir. Dut yapragi sonuglarina gore en yiiksek ACE inhibisyon aktivitesinin 50°C” de 1s1l
islem uygulanan 6rnegin ekstrakt ve hidrolizatlarina ait oldugu goriilmektedir (IC5,: 0.107 mg/mL).
Diger dut yapragi drnekleri ile kiyaslandiginda sicaklik siddeti arttikga ACE inhibisyon aktivitesinin
azaldigi ve en disiik aktivitenin 90°C’de hidrolize edilen Grnege ait oldugu belirlenmistir.
Antioksidan kapasitesi agisindan dut yapragi 6rnekleri kiyaslandiginda antihipertansif etkiyle benzer
sekilde sicaklik siddeti arttik¢a antioksidan kapasitenin azaldigi goriilmiistiir. Calisma sonunda kuru
dut ve kuru dut yapragi ile kiyaslandiginda orneklere uygulanan 1sil islem ve enzimatik hidroliz
islemlerinin, ACE inhibisyon ve antioksidan aktiviteyi artirmada etkili oldugu bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Beyaz dut (Morus Alba L.), ACE inhibisyonu, Biyoaktif peptitler,
Antihipertansif etki, Antioksidan etki
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Bioactive peptides are activated by processes such as enzymatic hydrolysis, fermentation
and heat treatment while they are inactive within the proteins in the structure of foods. For
this reason, it was aimed to investigate the effects of proteins on Angiotensin converting
enzyme (ACE) inhibition activity and antioxidant capacity by applying heat treatment and
enzymatic hydrolysis to dry mulberry and dry mulberry leaf samples used in the study. The
isoelectric point (pH:9) and alkaline extraction point (pl:5) were determined to obtain the
protein extracts with maximum efficiency and the extraction was performed with these
parameters. The extracts were hydrolyzed by pepsin, trypsin, chymotrypsin and alkalase
enzymes and the highest hydrolysis yield was determined by pepsin. After hydrolysis of
proteins, 10 kDa and 3 kDa membranes were used to separate peptides according to their
molecular size. The values showing statistically the highest ACE inhibition activity in
mulberry samples belong to the extraction and hydrolysates of the sample heated at 50°C
(ICso: 0.061mg /mL). Furthermore, it was determined that the fraction below molecular weight
3kDa showed higher activity than the fraction below 10 kDa. It was determined that ACE
inhibition activity decreased as temperature intensity increased compared to other samples
and that the lowest activity belonged to the sample heated at 90 ° C. In terms of antioxidant
capacity, it was determined that unlike the antihypertensive effect of mulberry samples, the
antioxidant capacity increased as the temperature intensity increased and the highest values
belonged to the sample hydrolyzed at 90°C. According to mulberry leaf results, the values
showing the highest ACE inhibition activity belong to the extraction and hydrolysates of the
sample heated at 50°C (ICs,: 0.107 mg/mL). When compared to other mulberry leaf samples, ACE
inhibition activity decreased as the temperature intensity increased and the lowest activity belonged
to the sample hydrolyzed at 90°C. In terms of antioxidant capacity, it was observed that the
antioxidant capacity decreased as the temperature intensity increased compared to mulberry leaf
samples. At the end of the study, heat treatment and enzymatic hydrolysis applications were found

to be beneficial in increasing ACE inhibition and antioxidant activity when compared to dry
Mulberry and dry mulberry leaf samples.

KEY WORDS: White mulberry (Morus Alba L.), ACE inhibition, Bioactive peptites,
Antihypertensive effect, Antioxidant effect
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1.GIRIS

Dut meyvesi; i¢eriginde bulunan sindirilebilir protein, karbonhidrat, mikro ve makro
besin 0Ogeleri, polifenoller, serbest amino asit ve organik asitler, fitokimyasallar,
monoterpenler, polifenoller (flavonol ve antosiyanin) igermesi bakimindan zengin besinler

arasinda goriilmektedir (Srivastava vd., 2006; Gryn-Rynko vd., 2016).

Moracea familyasinin Morus cinsinin Morus alba L. tiiriinii olusturan dut bitkisinin
tilkemizde yaygin olarak yetisen 3 tiiri bulunmaktadir. Bunlar beyaz dut (M. alba), kara dut
(M. nigra) ve mor dut (M. rubra) dir. Bu ii¢ dut tiirii igerisinde en yaygin ve aga¢ sayisi en
fazla olani beyaz duttur (Khan vd., 2019).

Ulkemizde iiretilen dut meyvesi yeterince degerlendirilememekte ve hasat dahi
edilemeden dokiiliip israf olmaktadir. TUIK ’in “Bitkisel Uriin Denge Tablolari; Meyveler,
Sert Kabuklular ve Icecek Bitkileri” verilerine gore 2017-2018 piyasa yil1 dut iiretimi 74.383
tondur ve dut meyvesinin pazarlanma orant % 8.94 diizeyinde kalmistir (Anonim, 2018).
Hasat edilen dutlarin ¢ok az bir kismi taze olarak tiiketilmekte veya meyve suyu, sarap ve
regel gibi iiriinlere islenmektedir (Zhang vd., 2018). Onemli miktar1 ise tazeyken yumusak
olan meyvenin nakledilme giicliigii ve yliksek nem igeriginden dolay1 (~%80) (Yang vd.,
2010) muhafaza etmenin zor olmasi nedeniyle kurutulmaktadir ve geri kalani pekmez, pestil,

cevizli sucuk, dut ezmesi gibi geleneksel iiriinlere islenerek degerlendirilmektedir.

Dut meyvesinin protein igerigi % 4.72-9.96 araliginda degisirken, dut yapraginin
protein igerigi ise % 15.31-30.9 araliginda bulunmaktadir. Dut meyvesi 6nemli miktarda
biyoaktif bilegsenler igerdiginden dolay1 geleneksel tipta da kullanilmaktadir (Srivastava vd.,
2006; Zhang vd., 2018).

Biyoaktif bilesenler, fizyolojik ve hiicresel aktiviteleri etkileyerek saglik iizerine olumlu
etkiler saglayan ikincil metabolitlerdir. Biyoaktif bilesenler gidalarda genellikle az

miktarlarda bulunsalar da, saglik tizerinde ciddi etkilere sahiptirler (Puri, 2017).

Biyoaktif bilesenlerin bir tiirii de biyoaktif peptitlerdir. Biyoaktif peptitler her
molekiiliinde genellikle 2 ila 20 aminoasit kalintis1 bulunduran kisa peptitlerdir (Pritchard
vd., 2010). Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteinlerin iginde inaktif olan ancak sindirim

sirasinda enzimatik hidrolizle veya fermentasyon ve 1s1l islem gibi proseslerle aktiflesen,



fizyolojik olarak pek ¢ok faydasi bulunan biyoaktif peptitler olusur (Korhonen, 2009; Kinik
ve Glirsoy, 2002).

Bu peptitlerin biyolojik aktivitesi antimikrobiyal etki, kan basincimi diisiiriicti etki
(Anjiotensin-I Converting Enzyme (ACE) inhibitorii), kolesterol disiiriicii etki,
antitrombotik ve antioksidan etki, mineral absorbsiyonu/biyoyararliligini artirma,

immunomodiilator ve opioid etkiler olarak siralanabilmektedir (Moslehishad vd., 2013).

Diinya genelinde biyoaktif peptitlerin pazari, tiiketicilerin fonksiyonel gidalar/saglikli
gidalar ve saglik arasindaki olumlu iliski hakkinda artan farkindalik nedeniyle siirekli olarak
biiyiimektedir (Chalamaiah vd., 2019). Protein kaynagi olarak bilinen hayvansal iiriinlerin
kisitlt ve pahali olmasi ve vejetaryen egilimlerin artmasi da bitki proteinlerine olan ilgiyi

artirmaktadir.

Dogal tirtinler her zaman biyoaktif peptitlerce zengin kaynaklar olmustur. Bu bilesenler
ozellikle meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunmakla birlikte yiiksek tansiyonu onleyici
ve antioksidan Ozellikler gibi sagliga yararli aktivitelerinden dolay1 bu gidalara duyulan ilgi

giinden gline artmaya baslamistir.

Yiiksek tansiyonun onlenmesi ve tedavisinde meyve sebze tiiketiminin artirilip diisiik
yagli siit iirlinlerinin kullanildig: diyet programlarinin daha etkili oldugu belirtilmistir (Appel
vd.,, 1997). Diinya c¢apinda ciddi bir saglik sorunu olusturan hipertansiyonun
engellenmesinde beslenme faktorii olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Yapilan c¢aligmalar
antihipertensif peptitleri tasiyan gidalarin tiiketilmesiyle kan basincinda 6nemli oranda
diisme oldugunu gdstermistir, bu ylizden antihipertensif aktiviteye sahip ACE inhibitorii
bilesenlerin tiretimi giin gegtikce dnem kazanmaktadir (Tavares vd., 2011; Akpinar ve

Uysal, 2013).

Viicutta yliksek ve diisiik tansiyonun diizenlenmesini kontrol eden biyokimyasal birgok
mekanizma vardir. En ¢ok bilinen kan basinci diizenleyicilerden ilki renin-anjiotensin

sistemi (RAS) ile iliskilendirilmektedir (Saleh vd., 2016).

Buna gore; anjiyotensinojenin renin ile hidrolizi sonucu inaktif bir peptit olan
Anjiyotensin I olusur ve Anjiyotensin donistiiriicii enzimin (ACE), Anjiyotensin I’ in
karboksil ucundaki iki amino asidi ayirmasi ile damar daraltic1 (vazokonstriktor) 6zelligi

olan Anjiyotensin Il meydana gelir. (Saleh vd., 2016; Pihlanto vd., 2010).



Ikinci sistem olarak ise ACE, damar genisletici (vasodilative) aktivite gdsteren brady-
kinin enzimini pargalar. ACE inhibitori peptitler ise ACE’yi inhibe edip bu sistemi bloke
ederek kan basincini diizenlemektedir (Patten vd., 2016; Akpinar ve Uysal, 2013). ACE’nin

inhibe edilmesi antihipertansif etkiye neden olmaktadir.

Biyolojik olarak aktivite gosteren peptitlerin bir tiirii de antioksidan peptitlerdir. Son
zamanlarda, gida kaynakli antioksidan peptitlere olan ilgi ve bu peptitlerin oksidatif stresi
onledigine dair kantlar artmistir (Moslehishad vd., 2013). Antioksidanlar, radikallerin
olusumunu 6nleyerek, radikalleri veya hidrojen peroksit ve diger peroksitleri temizleyerek

islev gorebilir (Pihlanto, 2006).

Oksidatif stresle kanser, diyabet, eklem iltihabi, Alzheimer gibi pek ¢ok hastalik ve
rahatsizliklar arasinda bir baglanti bulunmaktadir. Antioksidanlarca zengin gidalarin
tilketilmesi ile oksidatif stresin azaltilabilecegi belirtilmektedir (Chakrabarti vd., 2014).

Beyaz dut (Morus alba L.) ve yapraklarindan elde edilen protein ekstraktlari,
hidrolizatlar1 ve fraksiyonlarinin biyoaktif 6zelliklerinin (ACE-inhibisyon ve antioksidan
aktiviteleri) belirlenmesi bu tezin konusunu olusturmaktadir. Calismamizda kuru dut ve kuru
dut yapragi orneklerine 1s1l islem ve farkli proteolitik enzimler uygulanarak proteinlerin
ACE inhibisyon aktivitesi ve antioksidan kapasitesi lizerine etkilerinin arastirilmast
amaglanmistir. Buna gore 6rneklere farkli sicakliklarda 1s1l islem uygulanarak (50°C, 60°C,
70°C, 80°C ve 90°C) biyoaktivitenin artma-azalma durumu incelenmistir. Protein
ekstraktlarini maksimum verimle elde edebilmek i¢in 6n denemeler sonucunda izoelektrik
nokta ve alkali Oziitleme parametreleri belirlenmis ve ekstrakt iiretimi belirlenen
parametrelerle gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlara farkli enzimler kullanilarak
(pepsin, tripsin, kimotripsin, alkalaz) enzimlerin maksimum akitivite ve stabilite
gosterdikleri pH ve sicaklikta hidroliz islemi gergeklestirilmis ve yiizde olarak en yiiksek
hidrolizasyon veriminin hangi enzimle oldugu tespit edilmistir. Karar verilen enzimle
hidrolize edilen 6rneklere ACE inhibisyon ve antiokasidan aktivite analizleri yapilmistir.
Proteinlerin hidrolizinden sonra, hidrolizatlardaki farkli biiyiikliikte bulunan peptitleri
fraksiyonalize etmek amaciyla ultrafiltrasyon membran (10 kDa ve 3 kDa) kullanilmis ve

fraksiyonlara ACE inhibisyon analizi yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Dut ve Dut Yaprag

Moracea familyasinin Morus cinsinin Morus alba L. tiiriinii olusturan beyaz dut bitkisi
cografi, iklim ve toprak kosullar1 agisindan degerlendirildiginde diinya {izerinde genis bir
yelpazede yetistirildigi goriilmektedir. Dut agacit yapraklar1t ipek bocekeiliginde
kullanilirken meyvesi ise lezzeti, zengin besin igerigi ve diisiik kalorili yapisiyla diinyada

degerli besinlerden biri olarak kabul edilmistir (Khan vd., 2019).

Farkli Hint tariflerinde dut yapraklarinin “curry , saag, pakoda, paratha ve dhokla”
isimleriyle ve baharat hazirliginda da kullanildig1 bildirilmistir (Srivastava vd., 2006). Ana

vatani Cin olan beyaz dut bitkisi iilkemizde de genis bir dagilim géstermektedir.

Ulkemizde yaygin olarak yetisen 3 farkli dut tiirii bulunmaktadir. Bunlar beyaz dut (M.
alba), kara dut (M. nigra) ve mor dut (M. rubra) dir. Bu ti¢ dut tiirii igerisinde en yaygin ve
agag sayist en fazla olani1 beyaz duttur. Dut toprak ve iklim kosullar1 agisindan bakildiginda
segici olmadigindan dolay {ilkemizin hemen hemen her ilinde yetistirilmektedir. Ulkemizde
yetistiriciligi yapilan ipek bocekgiliginde tek gida dut yapragt oldugu i¢in dut agacinin iilke

ekonomisinde 6nemli bir yeri vardir (Budak, 2015).

Dut meyvesinin protein igerigi %4.72-9.96’dir (Srivastava vd., 2006). Dut meyveleri
fitokimyasallar, monoterpenler, polifenoller (flavonol ve antosiyanin) igermesi bakimindan
zengin meyveler arasinda goriilmektedir. Beyaz dut yapraklari onemli miktarlarda
sindirilebilir protein, karbonhidrat, mikro ve makro besin 6geleri, polifenoller, serbest amino

asit ve organik asit igermektedir (Gryn-Rynko vd., 2016).

Dut ve dut yapraginin besin degerleri Cizelge 2.1°de belirtilmistir (Turkomp,
www.turkomp.gov.tr; Al-Kirshi vd., 2009).



http://www.turkomp.gov.tr/

Cizelge 2.1: Dut ve dut yapragi besin degerleri.

Bilesen Beyaz Dut (Kuru) Beyaz Dut (taze) Kuru Dut Yapragi
Su 9.55 83.06 10.7 g
Kiil 3.10 0.74 11.81¢g
Protein 2.76 0.56 29.8 ¢
Yag toplam 0.84 0.49 9.574¢
Lif, toplam diyet 8.92¢g 2.16 g 11.10¢g
Fosfor 121 mg 35mg 0.28¢
Kalsiyum 376 mg 84 mg 2.73 ¢
Karbonhidrat 74.83 g 12.99¢
Glukoz 18.95¢g 4319
Fruktoz 19.25¢g 454 g
Demir 9.44 mg 1.05 mg

Sonuglar 100 gram iizerinden verilmistir.

Kuru dut yapragi 6nemli miktarda protein (%15.31-30.91) igermektedir (Srivastava vd.,
2006). Dut yapraklari en belirgin serbest amino asitler olarak treonin, arginin, asparagin,
serin ve glutamin igermektedir (Urbanek Krajnc vd., 2019). Dut yaprag: tozu ates, bogaz
agrisi, Okstirikk semptomlarini azaltmaya calisir, karacigeri korur, gérme yetenegini gelistirir

ve kan basincini diisiiriir (Gryn-Rynko vd., 2016).

Yem olarak kullanilmak tizere farkli zamanlarda (ilkbahar ve sonbahar) toplanan dut
yapraklarinin beslenme degerlerinin arastirildigi bir ¢alismada protein igeriklerinin
mevsimsel farklilikla ¢ok degismedigi (ilkbahar: %21.1 ve sonbahar: %20.9), ayn1 sekilde
amino asit igeriklerinin de benzer oldugu (ilkbahar: %70.0 - 81.6 / ham proteinde ve
sonbahar: 75.6 - 78.0 /ham proteinde) ortaya konulmustur (Yao vd., 2000).

Dut yapragi ipek bocegi beslenmesinde kullanildig gibi yiiksek oranda sindirilebilirligi
ve 1yl protein igerigi nedeniyle hayvanlarin ve baliklarin beslenmesinde kullanilmaya
uygundur. Ayrica dut yapraklari ilkemizde ve diinyada sebze olarak da
degerlendirilmektedir. Dut yapragi ¢ayi, yesil ¢aydan on kat daha fazla gamma-aminobutylic
asit igermesinden dolay1 kan basimcini diisiirmekte ve sakinlestirici etkiye sahip olmaktadir.
Iceriginde bulunan deoxynojirimycin (DNJ) maddesi ile kan sekeri seviyesini diisiik
tutmaktadir (Huo, 2002).

Geleneksel bir ilag olarak, dut yapragi atesi tedavi etmek, kan basincini diisiirmek, insiilin

duyarliligi arttirmak ve karacigeri korumak i¢in kullanilmistir. Gliniimiizde, dut yapragi



sadece yararl bitkisel ilaglar olarak diisiiniilmekle kalmayip, ayn1 zamanda dut yapragi ¢ay1
ve igecegi Uiretmek i¢in fonksiyonel gidalar veya gidalara besleyici katki maddeleri olarak
degerlendirilmektedir. Dut yapraginin kimyasal bilesenleri ve biyoaktif etkileri iizerine
yapilan son arastirmalara gore, antioksidan aktivitenin terapotik etkilerinde énemli bir rol

oynadigimi gostermistir (Sun vd., 2018).
2.2. Proteinler

Protein kelimesinin Latincedeki karsilig1 “yasayan varliklar i¢in elzem azotlu 6ge” dir.
Proteinler canli bir hiicrenin kuru agirliginin ortalama %50°sini olusturan, kompleks
yapidaki makro molekiillerdir. Hiicre yapisinda dnemli role sahiptir. Proteinler aminoasit
birimlerinden olusan ve molekiil agirliklar1 5.000 ile birkag milyon dalton degerleri arasinda
olan biyopolimerlerdir. Degisik proteinler, farkli say1 ve ¢esitte aminoasit igerirler ve yapiyi
olusturan aminoasitler birbirlerine peptit baglariyla baglandiklarindan polipeptit yapisina
sahiptirler. Proteinler birtek polipeptitden meydana gelebildikleri gibi birkag polipeptitin bir
araya gelmesiyle de olusabilirler (Saldamli, 2007).

Proteinler, 19 farkli a-amino asitten ve bir imino asitten (prolin) olusan polimerlerdir ve
peptit baglar1 olarak da bilinen amid baglari ile yapilar1 olusmustur. Amino asit bilesimi
sadece a-karbon atomundaki yan zincir grubunun kimyasal yapisinda farklilik gosterir.
Amino asitlerin (dolayisiyla proteinlerin) yiik, ¢oziiniirliik ve kimyasal reaktivite gibi
fizikokimyasal ozellikleri yan zincir gruplarinin kimyasal yapisina baghdir. Alifatik (Ala,
lle, Leu, Met, Pro ve Val) ve Aromatik (Phe, Trp ve Tyr) amino asitlerin yan zincirleri polar
degildir ve dolayisiyla suda ¢oztnirliikleri sinirlidir. Yiiklii amino asitler (Arg, Lys, His,
Glu ve Asp) ve yiiksiiz amino asitlerin (Ser, Thr, Asn, GIn ve Cys) yan zincirleri suda

oldukga ¢oziiniir (Damodaran, 2017).

Proteinlerin besin degeri veya kalitesi; protein g¢esidi, amino asit bilesimi, esansiyel
amino asit oranlari, sindirim sirasinda hidrolize duyarhilik, protein kaynagi ve proses

etkinligi ile degismektedir (Friedman, 1996).

Bitkiler kendi proteinlerinin sentezlerini kok ve yapraklardan emilen inorganik
kaynaklardan (CO,, su ve azot) karsilayabildikleri halde, insanlar viicut proteinlerinin
sentezini yapabilmek icin azot kaynaklarini diyetteki bitkisel ve hayvansal proteinlerden
saglamak zorundadir. Bu kaynaklarin tiiketimiyle viicuda alinan proteinler, sindirim sonucu

aminoasitlere kadar indirgenmektedir (Saldamli, 2007).



Bitkisel proteinler birgok degerli biyoaktif bilesen icermesinden dolay1 arastirmacilarin
dikkatini ¢gekmistir. Son zamanlarda hayvansal kaynakli proteinlere alternatif olarak bitkisel

kaynakl1 proteinlerin gida endiistrisinde kullanimi oldukga artig gostermistir.

Ispanak yapraklarinin arastirildigi bir ¢calismada yapraklardan elde edilen proteinler farkl
enzimlerle hidrolize edildikten sonra hayvanlar iizerinde biyoaktiviteleri incelenmis ve
yaprak proteinlerinin yliksek antihipertansif aktivite gosterdigi belirlenmistir (Yang vd.,
2004).

Soyadan elde edilen proteinlerin 1sil islem ve fermentasyon gibi proseslerden gegtikten

sonra bir¢ok kanser hiicresinde sitotoksik etki gdsterdigi bildirilmistir (Kitts ve Weiler,

2003).

Yapilan bir calismada patates koklerinden ve patates endiistrisi yan iriinlerinden
proteinler saflastirilarak biyoaktivitenin (ACE inhibitdr aktivitesi) degisme durumu
incelenmistir. Ozellikle proteinlerin farkli enzimlerle hidrolize edildikten sonra yiiksek ACE

inhibisyon aktivitesi gosterdigi bulunmustur (Pihlanto vd., 2008).

2.3. Proteinlerin Ekstraksiyonu
Proteinler genellikle su, gliserol, dietilformamit veya formik asit gibi kuvvetli polar

coziiciilerde coziiniirler. Proteinlerin ¢oziiniirliigii, yapidaki polar (hidrofilik) ve apolar
(hidrofobik) gruplara bagli olarak degismektedir. Genel olarak proteinlerin ¢oziiniirligu
protein-protein ve protein-¢oziicii interaksiyonlar1 arasindaki dengelerin termodinamik

olarak ifade edilmis halidir.

Protein — Protein + Coziicii — COzilicli ) Protein — Coziici

Proteinler belli bir ¢oziicii iginde yiik dengesi veya protein-¢oziicii etkilesimi sayesinde
kararli bir halde kalabilirler. Bu kararli durum proteinin yapisinda bulunan aminoasitlerin ve
¢Oziicii formun ozelliklerine gore degisiklik gosterir. Kararli durumu olusturan etmenler

ortadan kaldirildiginda proteinin ¢6kmesi saglanmis olur (Saldamli, 2007).

2.3.1. izoelektrik noktada ¢oktiirme

Sulu ¢dzeltilerde proteinlerin ¢oziiniirliigii pH'ya baghdir. izoelektrik pH'nin altinda ve
istiindeki degerlerde proteinler net bir yiik tasir ve elektrostatik itme ve iyonik hidrasyon,
proteinin ¢dzlinmesini tesvik eder. Protenlerin ¢ogu izoelektrik pH’da (pI) minimum

coziinlirliik ozelligi gosterirler ve bu noktada iyonik hidrasyon ve elektrostatik itme



minimumken; polar olmayan yiizeyler arasinda hidrofobik etkilesim maksimumdur

(Damodaran, 2017).

Proteinlerin izoelektrik noktasinda, protein yliksiiz olup elektriksel bir alanda kutuplara
hareket edemeyecek bir durumdadirlar. Siitte bulunan kazein gibi bazi proteinlerin, ¢ozelti
pH’sinin bu proteinin izoelektrik noktasina getirilmesiyle kolay bir sekilde ¢cokme islemi
saglanir. Bu ozellik kullanilarak fermente siit iiriinlerinin elde edilmesi saglanmaktadir

(Saldamli, 2007).

Peynir alt1 suyu protein izolatlarinin (a-lactalbumin, B-lactoglobulin ve bovine serum
albumin) 1s1 etkisiyle konformasyonel degisikliklerinin arastirildigi bir ¢alismada 1s1
uygulanmayan protein izolatlarinin izoelektrik noktada (p1 = 4.8-5.2) bir miktar ¢6ziindiigii
ve sebebinin protein ylizeyinde ¢ok fazla hidrofilik/ hidrofobik grubun varligindan
kaynaklandig1 belirtilmektedir. Ancak farkli siirelerde uygulanan 1sil islemin (70°C)
ardindan pH ¢oziiniirliik profili (Sekil 2.1) incelendiginde pH 4,6’da minimum ¢oziindirlik
oldugu goriilmektedir. Is1 uygulamasi, proteinlerin yiizeydeki hidrofobik /hidrofilik
durumunu etkileyerek protein-protein ve protein-¢oziicti dengesini degistirmektedir (Zhu ve
Damodaran 1994).
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Sekil 2.1: 70°C’de, farkl: siirelerde 1s1l islem uygulanan peynir alt1 suyu proteinlerinin pH-
¢oziiniirliik profili.



2.3.2. Notral tuzlarla ¢oktiirme

Proteinlerin sulu ¢ozeltilerine amonyum siilfat, sodyum siilfat veya alkali fosfat gibi
notral yapida tuzlarin muamelesi sonucu proteinler ¢okme egilimi gosterirler. Yiiksek tuz
konsantrasyonu protein yapinin ylizeyindeki su molekiillerine etki ederek elektrostatik giicti

degistirir ve bu durum proteinlerin ¢gokmesine sebep olur.

Ayrica Hg*™?, Pb*2, Cu*?, Ag*, Au* ve Pb*™ gibi agir metal iyonlar1 ve bunlarin tuzlari;
hidroklorik, siilfirik, nitrik ve asetik asit gibi asitlerin sulu ¢ozeltileri; sulu protein
cozeltilerine etil alkol ve aseton gibi organik ¢oziiciilerin eklenmesi veya polietilenaminler
ve polietilenglikoller gibi polimerlerden de yararlanilarak proteinlerin g¢6kelmesi
saglanabilir (Saldamli, 2007).

2.4. Proteinlerin Hidrolizi Ve Biyoaktif Peptitlerin Olusumu

Proteinler asit, alkali veya enzimlerle hidrolize edildiginde L-konfigiirasyon yapisindaki
a-aminoasitlere kadar parcalanirlar. Protein hidrolizatlariin yapisindaki aminoasitlerin

sayist genelde 20 kadardir (Saldamli, 2007).

Proteinlerin hidrolizi, fonksiyonel, immiinolojik ve biyoaktif 6zellikleri gelistirir ve
hidrolizatlar1 dogal proteinlerden iistiin kilar. Biyopeptitler viicudumuzda endojen sinyaller

veya hormonlar gibi hareket ederek onlarla benzer reseptor ve enzimlerle etkilesime girerler

(Arrutia vd., 2016).

Biyoaktif peptitler proteinlerin izoelektrik noktada ¢oktiiriilmesinden sonra proteinlerin
sinirlt hidrolizi sonucu agiga ¢ikmaktadir. Biyoaktif peptitler, viicut fonksiyonlari lizerinde
olumlu bir etkiye sahip olan ve davramigsal, ndrolojik, hormonal, gastrointestinal ve
beslenme gibi bir¢ok biyolojik stireci etkileyebilecek spesifik protein parcalaridir. Biyoaktif
peptitler her molekiiliinde genellikle 2 ila 20 aminoasit kalintis1 bulunduran kisa peptitlerdir

(Pritchard vd., 2010).

Protein ve peptitlerin emilmeden Once gastrointestinal sistemde pargalanmalar1 ve

modifiye olmalar1 biyoaktivitenin saglanmasi agisindan 6nem teskil etmektedir (Sun vd.,
2018).

Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteinlerin i¢inde inaktif olan ancak sindirim sirasinda

enzimatik hidrolizle veya fermentasyon ve 1s1l igslem gibi proseslerle aktiflesen, fizyolojik



olarak pek ¢ok faydasi bulunan biyoaktif peptitler olusur (Korhonen, 2009; Kinik ve Giirsoy,
2002).

Farkli gida kaynaklarindan biyoaktif peptit olusumu in vivo (canl iginde) ve in vitro
(canl1 disinda) olmak iizere ikiye ayrilir. In vivo olusum gastrointestinal sistemde meydana
gelirken in vitro olusum, enzimatik hidroliz ve fermentasyon gibi alt siniflara ayrilir

(Chalamaiah vd., 2019; Fujita vd., 2000).

Dut ve dut yapraklarinda antihipertansif kapasiteyi belirlemeye yonelik In-vivo sartlarda

yapilan ¢alismalara bakilacak olursa;

Suyla extrakte edilen dut 6rnekleri (Cudrania tricuspidata-720 mg/kg) hipertansiyonlu
ratlara 2 hafta boyunca verilmis ve sonug olarak kan basinci seviyesinde istatistiksel diizeyde

diisiis oldugu bulunmustur (17 mmHg) (Kang vd., 2002).

Hipertansiyonlu ratlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada ratlara 42 giin boyunca farkl
oranlarda dut 6rnekleri (Morus bombycis KOIDZUMI (MK) ) verilmis ve 100mg/kg MK
verilen dozun kan basinci seviyesini onemli oranda diistirdiigii bulunmugstur (20mmHg) (Oh

vd., 2007).

Bir ¢alismada ethanolle ekstrakte edilmis dut yapraklarinin (Morus alba L.) vasodilator
etkisi, ratlarda nitrik oksit (NO) serum seviyesine ve tavsanlarda damar cap1 genislemesine
bakilarak incelenmistir. Sonug¢ olarak en yliksek NO serum seviyesi 400 mg/kg bw dut
yapragi konsantrasyonunda bulunmustur (4.62 + 3.05 uM). Ayrica tavsanlarda 202.67
mg/kg bw konsantrasyonunda dut yapragi ekstraktinin kullanilmasindan 60 dk sonra en

yiiksek vasodilator etkinin oldugu bulunmustur (Kurniati vd., 2014).

In-vivo sartlarda hipertansiyonlu farelere oral yolla farkli dozlarda Morus alba ekstrakti
(MAE) verilmis ve 400 mg/kg MAE verilen farelerdeki kan basinci seviyesinin diger

dozlarda verilenlere gore daha diisiik oldugu bulunmustur (Carrizzo vd., 2016).

2.4.1. Gastrointestinal sistem

Proteinlerin gastrointestinal sindirimi genel olarak mideye alim (yeme), sindirim ve
emilim seklinde 3 asamada meydana gelmektedir. Proteinler ilk asamada gastrointestinal
sistemde bulunan pepsin, tripsin, kimotripsin ve peptitaz gibi farkli proteolitik enzimlerle
hidrolize ugrayarak farkli zincir uzunlugunda peptitleri meydana getirirler. Olusan
peptitlerin bir kism1 gastrointestinal sistemde aktivitelerini gosterirken digerleri ise hedef

organ ve dokulara ulagarak absorbe edilirler.
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2.4.2. Enzimatik hidroliz

Simdiye kadar biyoaktif peptitlerin iretimi i¢in en bilinen yol farkli endiistriyel
biiyiikliikte tekniklerin kullanimiyla yapilan enzimatik par¢alanmadir. Proteolitik enzimlerin
Ozgilinliigii ve proses kosullari; hidrolizatlarin peptit bilesimini ve boylece ACE inhibitor
aktivitesini  etkilemektedir.  Pepsin-pankreatin ~ veya  pepsin-Kimotripsin-tripsin
kombinasyonu genellikle insanlarda gida proteinlerinin gastrointestinal bozulmasini simiile
etmek i¢in kullanilir. Dogru enzime karar vermek kadar ¢alisilan enzimin hidroliz derecesini

etkileyen pH, sicaklik, enzim/substrat orani1 ve hidroliz zaman1 gibi parametreler de vardir

(Guang ve Phillips, 2009).

Gida proteinlerinin in vitro enzimatik hidrolizi rutin olarak pepsin, tripsin, papain,
alcalase, pankreatin, kimotripsin, termolizin, flavourzyme, ndtraz ve protamex gibi

proteolitik enzimler kullanilarak gergeklestirilir (Chalamaiah vd., 2019).

Pankreatik enzimler, bilinen bir¢ok biyoaktif peptitin kimyasal karakterizasyonu ve
tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Pankreatik enzimler, 6zelliklede tripsin, bilinen birgok
biyoaktif peptitin kimyasal karakterizasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Ornegin
ACE-inhibitorii peptitler yaygin olarak tripsin kullanilarak iiretilmektedir. Bununla beraber
bazi alkalaz, kimotripsin, pankreatin, pepsin gibi enzimler ile bakteriyel ve fungal kaynakli
enzimlerin de i¢cinde bulundugu proteinazlarin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak biyoaktif

peptitler tretilebilmektedir (Korhonen, 2009; Pihlanto-Leppéld, 2001).

Proteinlerin hidrolizinden sonra, hidrolizatlardaki farkli biiytkliikteki peptitleri
fraksiyonalize etmek amaciyla ¢esitli yontemlerden faydalanilmaktadir. Ultrafiltrasyon
membranlar1  (membran filtrasyon teknikleri) spesifik peptit fraksiyonlarinin

zenginlestirilmesinde bagartyla kullanilmaktadir (Pihlanto-Leppéld, 2001).

Yapilan bir ¢alismada musir gluteni kullanilarak Flavourzyme enzimi ile orneklerin
hidrolizi ~ gerceklestirilmis ve ardindan ultrafiltrasyon membranlariyla peptitlerin
fraksiyonlara ayrilmasi saglanmistir. Sonug olarak peptitlerin fraksiyonlarina ayrilmasinin

biyoaktif peptitlerin eldesinde verim artisina neden oldugu belirtilmistir (Kim vd., 2004).

Bugiine kadar peptitlerin ACE inhibisyon aktivitesiyle olan korelasyonunu igeren bilgiler
stnirliydi.  Son  yapilan aragtirmalar; ACE inhibitorii peptitlerin  iiretilmesi ve
tanimlanmasiyla beraber peptit dizilimi ve biiyilikliigiiyle biyoaktivite arasinda bir iliski

oldugunu géstermistir. In vivo sartlarda kisa zincirli peptit dizilimlerinin ACE inhibisyon
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aktivitesinin daha yliksek oldugu ve bunun sebebinin kisa zincirlerin emiliminin daha yiiksek
olabilecegi vurgulanmaktadir. Fakat mide-bagirsak sisteminde kismi olarak pargalanabilen
daha uzun peptitlerin de ACE inhibe edici bir etkiye sahip olduguna dair yapilan ¢alismalar

mevcuttur (Martin ve Deussen, 2017).

Membran filtrasyon teknigiyle biyoaktif peptitlerin aktivitesinin arastirildigi bircok
calismada 10 ila 50 kDa arasinda kesilmis membranlar kullanildigi ve bu aralikta peptit
konsantrelerinin olduk¢a yiiksek ACE inhibisyonu verdigi bulunmustur. Ayrica 1 kDa
membrani ile bazi aktif peptitlerin kaybolabilecegi belirtilmistir (Loépez-Fandifio vd., 2006).

2.4.3. Fermentasyon

Cesitli gida proteinlerinden biyoaktif peptitleri elde etmek igin, fermantasyon, genel
olarak giivenli kabul edilen (GRAS) farkli mikrobiyal suslar, 6rnegin laktik asit bakterileri
(LAB) kullanilarak gergeklestirilir (Chalamaiah vd., 2019).

Siitlin laktik asit bakterileriyle (LAB) fermentasyonu sirasinda ACE inhibit6rii, immiino
modiilatdr, opioid ve antioksidatif gibi biyolojik aktiviteye sahip ¢ok sayida bilesen meydana
gelir (Farvin vd., 2010).

Sit driinlerinin fermentasyonu sirasinda, LAB siitiin baslica proteini olan kazeini
hidrolize ederek gelisimleri i¢in gerekli peptitlere ve aminoasitlere ayirirlar. Dolayisiyla
biyoaktif peptitler fermente siit iiriinlerinin {iretiminde bakteriler tarafindan olusturulurlar
(Paul, Somkuti, 2009).

Laktik asit bakterileri siit proteinlerini peptitlere pargaladiginda bakteriyal proteinazlar
tarafindan bu inhibitorler olusturulur ve bakterilerin biiylimesi igin gerekli nitrojen
kaynaklar1 olarak kullanilirlar. Proteolitik aktivite, peptitlerden inhibitor tiretiminde 6nemli
bir rol oynar. Laktik asit bakterilerinin proteolitik sistemleri oldukca spesifik degildir, bu
nedenle kazein ¢esitli yerlerinden boliiniir. Son zamanlarda arastirmacilar ACE inhibitorii
peptitlerin fermentasyon esnasinda Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lc. lactis ssp. cremoris, Lc. lactis ssp. diacetylactis ve Streptococcus salivarius

ssp. thermophilus gibi farkli suglar tarafindan salindigini belirtmiglerdir (Pihlanto vd., 2010).

Cin kiiltiiriinde geleneksel bir yiyecek olarak kullanilan Douchi’ nin iiretiminde soyanin
fermentasyonundan yararlanilmaktadir. Yapilan bir ¢aligma ile bu {iriiniin fermentasyonu
sirasinda biyoaktivitenin (ACE inhibitor aktivitesi) degisimi incelenmis ve iki haftalik

fermentasyon prosesi boyunca aktivitenin istatistiksel olarak arttigi1 ancak fermentasyon

12



stiresinin uzamasina bagli olarak aktivitenin diigmeye basladigi goriilmiistir (Wang vd.,

2013).

2.5. Biyoaktif Peptitler Uzerine Isil Islemin Etkisi

Isil islem, hasat sonrasi hastaliklar1 kontrol etmek, ciiriimeyi kontrol etmek, meyve
kalitesini korumak, hiicre duvarlarin1 korumak ve asir1 olgunlasmay1 énlemek igin bircok

meyvede kullanilmaktadir (Zhou vd., 2015).

Proteini saflastirilacak gida kaynagina 1s1l islem gibi uygulmalar yapilarak ekstraksiyon
verimi arttirtlabilmektedir. Isil iglemin yogunluguna bagli olarak proteinlerde yapisal
modifikasyonlar meydana gelerek hem teknolojik acgidan Onemli olan fonksiyonel
ozelliklerde hem de proteinlerin biyolojik degerini belirleyen besin 6zelliklerinde pozitif

yonde degisimler ortaya ¢ikabilmektedir (Otag ve Hayta; 2013).

Genel olarak siit proteinlerinin 1s1l islem ile muamele edilmesi aminoasitlerin ¢apraz
baglanmasini saglar. Bu durum proteolize duyarliligi etkileyebilir ve bu proteinlerden
kaynaklanan biyoaktif ACE inhibitorii ve antihipertansif peptitlerin verimini degistirebilir.
Peptitlerdeki biyoaktif alanlarin yap1 degisikligi, aktivitenin dogrudan etkilenmesine sebep
olabilir (Lopez-Fandifio, 2006).

Depolama ve gida isleme esnasindaki stabilite, kurutma, 1sitma ve fermentasyon gibi
gidaya uygulanan islemler bu peptitlerin biyoaktivitesini etkileyebilmektedir (Schanbacher
vd., 1997).

Gida isleme yontemlerinden 1sitma ve yiiksek basing uygulamalari, proteinlerin
sindirilebilirligini arttirarak peptitlerin serbest hale gecmesini saglar. Bu tip uygulamalar
proteolizi tesvik ederek biyoaktif peptitlerin olusumunu hizlandirmaktadir (Fitzgerald,
2006).

Biyoaktif peptit tiretimini saglamak iizere farkli gidalara veya gida bilesenlerine 1s1l islem
uygulamasinin, salian peptitlerin sayisini ve miktarin arttirdig: bildirilmistir (Arrutia vd.,

2016).

Yapilan bir ¢alismada peynir alt1 suyu protein hidrolizatlarina 1s1l islem uygulamasinin
biyoaktivite tizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada 65 °C’de 1sil islem gormiis
izolatlarin ACE inhibitorii aktivitesinin 95 °C’de 1sitmaya gore daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (Da Costa vd., 2007).
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Biyoaktif peptit iiretiminde 6rneklere 1sil islem uygulamasinin biyoaktivite {izerinde

etkisinin oldugu ancak yiiksek sicakliklara ¢ikildikga aktivitenin azaldigi bilinmektedir.

Aktivitedeki bu farkliligin sebebi protein izolatlarindaki yapisal degisikliklerin
indiiklenmesiyle agiklanmaktadir. Diisiik sicakliklarda protein yapisinda bulunan hidrofobik
kiimelerin varligiyla karakterize edilen yapilardaki katlanmalar acilir ve proteinlerin
hidrolizi sirasinda enzimlerin bu bolgelere ulasarak aktivite gostermesine olanak tanir.
Ancak 90 °C ve daha tizerindeki sicakliklarda yiiksek molekiil agirlikli, ¢6ztinmez yapilar
olusur ve bu durum biyoaktivitede kayiplara sebep olur (Hirose, 1993 ; La Fuente vd., 2002).

2.6. Biyoaktif Peptitlerin Tiirleri

Biyoaktif peptitlerin biyolojik aktivitesi antimikrobiyal etki, kan basincini diistiriicti etki
(Anjiotensin-I Converting Enzyme (ACE) inhibitorii), kolesterol disiiriicii etki,
antitrombotik ve antioksidan etki, mineral absorbsiyonu/biyoyararliligini artirma,

immunomodiilator ve opioid etkiler olarak siralanabilir (Moslehishad vd., 2013).

Biyoaktif peptitlerin bahsedilen biyolojik aktiviteleri, insan viicudunda gastrointestinal
sindirim sirasinda veya gidalarin islenme prosesleri sonucunda meydana gelirler

(Schanbacher vd., 1997).

Bir protein veya peptit, beslenme etkilerinin &tesinde viicudun bir veya daha fazla
fonksiyonu lizerindeki yararli etkisini basarili bir sekilde gosteriyorsa fonksiyonel bir bilesen
olarak adlandirilir, béylece bu peptitlerin biyolojik etkileri genel olarak saglik i¢in 6nemlidir

veya bir hastaliga yakalanma riskini azaltmaya olanak tanir (Garcia vd., 2013).

Biyoaktif peptitlerin kimyasal yapisi ve biyolojik aktivitesi arasindaki iligki tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte aktivitenin aminoasitlerin dizini, N ve C-terminal
aminoasidinin tlirli, peptit zincirinin uzunlugu, peptiti olusturan aminoasitlerin yiik ve

polaritesi gibi 6zelliklerine bagh oldugu belirtilmektedir (Li ve Yu, 2015).

Son yillarda diinya iizerinde gida kaynakli proteinlerden meydana gelen biyoaktif
peptitlerin insan sagligina faydal etkileri ile ilgili genis ¢apli bir¢ok ¢aligma yiiriitiilmiistiir
(Pan vd., 2005).

Biyolojik aktivite tagiyan proteinler organizmada yer alan proseslerde aktif islevler
istlenmektedir (Saldamli, 2007).
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Biyoaktif peptitlerin faydal aktiviteleri 6zet seklinde Sekil 2.2 “de belirtilmistir (Lorenzo
vd., 2018).

Kolesterol disurci

Antihipertansif (ACE inhibitora)
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Sekil 2.2: Biyoaktif peptitlerin faydal1 aktiviteleri.

2.6.1. ACE inhibitorii peptitler

ACE inhibitérleri ilk olarak yilan zehrinden elde edilmislerdir. Ardindan c¢esitli ACE-
inhibitorleri kazein, jelatin ve musir gibi gidalarin proteinlerinin spesifik peptitlerinde

belirlenmislerdir (Pihlanto-Leppéld, 2001).

ACE inhibitor peptitler cesitli siit, yumurta, kas proteinleri, soya fasulyesi, mas fasulyesi,
aycicegi, piring, misir, bugday, brokoli, mantar, sarimsak, 1spanak ve sarap gibi ¢cok degisik

ornekler tizerinde arastirilmistir (Guang ve Phillips, 2009).

Anjiyotensin doniistiiriici enzim (ACE) bir dipeptil karboksipeptitazdir ve renin-
anjiotensin sisteminde (RAS) yer alir. Plazma, akciger, bobrek, kalp, iskelet kasi, pankreas,
beyin gibi dokularda bulunan ACE, bircok fonksiyona sahiptir ve ¢esitli peptit
substratlarinin C-terminal uglarindan dipeptitleri agiga ¢ikarmaktadir (Saleh vd., 2016).
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Viicutta kan basincinin kontrol edilmesini saglayan biyokimyasal bircok mekanizma
vardir. En ¢ok bilinen kan basinci diizenleyicilerden ilki renin-anjiyotensin sistemi (RAS)
ile iliskilendirilmektedir (Saleh vd., 2016).

Ik sistemde; anjiyotensinojenin renin ile hidrolizi sonucu inaktif bir peptit olan
Anjiyotensin | olusur ve Anjiyotensin donistiiriicii enzimin (ACE), Anjiyotensin 1’ in
karboksil ucundaki iki amino asidi ayirmasi ile Anjiyotensin 11 meydana gelir. Bir oktapeptit
olan Anjiyotensin Il potansiyel bir damar daralticidir (vazokonstriktor) (Saleh vd., 2016;
Pihlanto vd., 2010).

Ikinci sistem olarak ise ACE, damar genisletici (vasodilative) aktivite gdsteren brady-
Kinin enzimini par¢alamaktadir ve adrenal kortekste aldosteronun agiga ¢ikmasini da stimiile
etmektedir. ACE inhibitorii peptitler ise ACE’yi inhibe ederek kan basincini
diizenlemektedir (Patten vd., 2016; Akpinar ve Uysal, 2013).

Anjiyotensinojen

RENIN > Bradykinin
v
Anjiyotensin-I
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-
His-Leu
Anjiyotensin-doniistiiriicii
v ¢ enzim (ACE)
Anjiyotensin-II v
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe + . .
His-Leu Inaktif Bilesenler

l

Vazokontraksiyon
(Kan basincinin yiikselmesi)

Sekil 2.3: Viicutta kan basincinin kontrol edilmesini saglayan mekanizmalar.

ACE’nin inhibe edilmesi antihipertansif etkiye neden olmaktadir. ACE bir¢ok doku ve
biyolojik sivilarda olusur ve kan basincinin diizenlenmesinde 6nemli bir fizyolojik rol oynar.
Hipertansiyon; koroner kalp hastaliklari, felg ve bobrek hastaliklarinin en 6nemli risk
faktoriidiir. Gidalarda dogal olarak bulunan biyoaktif bilesenler hipertansiyonun

onlenmesinde etkilidirler (Patten vd., 2016).
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Bircok bitkisel ve hayvansal kaynakli protein hidrolizatlarinda ACE inhibisyon etkisi
tizerine c¢alismalar yapilmistir (Tavares vd., 2011). Bitkisel kaynaklardan elde edilen
potansiyel ACE inhibitorii peptitlerin elde edildigi kaynaklar, hidrolizasyonda kullanilan
enzimler ve ICs, degerleri Cizelge 2.2’ de belirtilmistir (Guang ve Phillips 2009).

Cizelge 2.2: Bitkisel kaynaklardan elde edilen ACE inhibitorii peptitlerin elde edildigi
kaynaklar, hidrolizasyonda kullanilan enzimler ve ICs, degerleri.

Kaynak Sorumlu Protein Enzim 1Cs0 (M)
Soya Biitiin protein Alkalaz 12.3
Mas fasulyesi Protein izolat1 Alkalaz 26.5
Ay ¢igegi Protein izolati Pepsin-pankreatin 6.92
Piring Protein izolat1 Alkalaz 18.2
Misir Gluten Alkalaz 14.2
Brokoli Su ile ekstraksiyon Enzim yok 10.5P
Bugday Gliadin Pepsin-proteaz M 2.7
Kara bugday Biitiin protein Pepsin-kimotripsin 13
Ispanak Rubisko Pepsin-pankreatin 0.6

3Ayn1 deney sartlarinda captoprilin ICs, degeri 0.041 uM olarak bulunmustur. ° ICso degeri pg/mL olarak
aciklanmistir.

Dut (Morus spp.) yapragi ekstraklarinin biyoaktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada
ekstraktlarin damar genisletici (vasodilator) etkisinin yiiksek oldugu bulunmustur.
Anjiotensin I-indiikleme konsantrasyonunun (ICso) 25 pg/mL oldugu ve bu degerin captopril
ile benzerlik gosterdigi belirtilmistir (Pothinuch vd., 2017).

Gammaaminobiitirik asit (GABA) igeren suyla ekstrakte edilmis dut yapraklariyla
yapilan bir ¢alismada ratlar iizerinde anitihipertansif etki arastirilmis ve ACE-inhibisyon
aktivitesi (1Cso) 29.8 mg/mL degerinde bulunmustur (Yang vd., 2012).

Hipertansiyonun 6nlenmesinde kisisel beslenme aligkanliklar1 olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir ve bu yiizden antihipertensif etkiye sahip yeni gidalarin ve gida bilesenlerinin

kesfedilmesi giin gegtikce 6nem kazanmaktadir (Pihlanto vd., 2010).

Kan basincina ilaveten, ACE inhibisyonu, organizmanin savunma ve sinir sistemi

aktivitesini de i¢eren farkli kontrol sistemlerini de etkileyebilmektedir (Tavares, 2011).

ACE inhibisyon aktivitesi birgok analiz metoduyla test edilebilmektedir;
spektrofotometrik, florimetrik, radyokimyasal, yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) ve kapiler elektroforez yontemleri en yaygin kullanilan yontemlerdendir (Saleh vd.,
2016).
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Sentetik antihipertansif ilaglar (captopril,enalapril) ACE inhibisyon potansiyeline
sahiptir ve hipertansiyonlu kisilerin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir, ancak bu ilaglarin
cok ciddi yan etkileri bulunmaktadir (uykusuzluk, anjiodem, oksiirtik, alerjik reaksiyonlar,
ates ve bas agris1). Bu nedenle de, bitkisel bilesiklerin ve ekstraktlarin biyoaktivitesinin
belirlenmesine ihtiyag¢ vardir ve dogal ACE-inhibitorii peptitler kan basincini diizenlemede

bu ilaglara alternatif olarak diisiiniilmektedir (Mirzapour vd., 2017).

Insan beslenmesinde fizyolojik éneme sahip peptitleri igeren proteinler, bazi fonksiyonel

gidalar ile nutrasotik ve farmasotik ilaglarin hazirlik asamasinda aktif bilesen olarak

kullanilmaktadir(Akpinar ve Uysal, 2013).

Yapilan arastirmalara gore gelismis iilkelerde yasayan popiilasyonun yaklasik %80’1 bitki
kaynakli ilaglara glivenmektedir. 2015'te Business Communications Company Research
(BCC) tarafndan yapilan arastirmaya gore botanik ve bitki kaynakli ilag pazari 25.6 milyar
dolar oldugu ve bu piyasanin 2020'de yaklasik 35 milyar dolara ulasacagi tahmin
edilmektedir (Zhang vd., 2018; Gryn-Rynko vd., 2016).

Bobrek problemli olanlar veya hamile kadinlarin farmakolojik ACE inhibitor ilaglarin
yan etkilerinden etkilenmemeleri i¢in dogal inhibitorlere yonelmeleri tavsiye edilmektedir
(Majumder ve Wu, 2010).

2.6.2. Antioksidatif peptitler

Serbest radikal reaksiyonlarinin iiriinleri olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) gidalarda
negatif degisikliklere sebep oldugu gibi insanlarda da hastalik etmeni olarak goriilmektedir
(Sun vd., 2018).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu Onleyerek veya radikaller, hidrojen
peroksit ve diger peroksit gibi tiirleri temizleyerek islev gorebilen bilesenler olarak

tanimlanmaktadir (Pihlanto, 2006).

Son zamanlarda, gida kaynakli antioksidan peptitlere olan ilgi ve bu peptitlerin oksidatif
stresi Onledigine dair kanitlar artmistir (Moslehishad vd., 2013). Biyoaktif peptitler gibi
dogal antioksidanlarin sentetik antioksidanlara gore daha gilivenli ve daha sagliklh

alternatifler oldugu diistiniilmektedir (Mirzapour vd., 2016).

Enzimatik (lipoksigenaz) ve enzimatik olmayan peroksidasyon tepkimelerini dnleyen

antioksidan ozellikteki biyoaktif peptitler gida kaynakli proteinlerin i¢inde dogal olarak
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bulunmaktadir. Ozellikle peptitlerin N-terminal uglarinda bulunan 18sin ve prolin
kalintilarinin antioksidan kapasitelerinin yliksek oldugu belirtilmektedir. Biyoktif peptitlerin
BHT ve BHA (butil hidroksi anisol ve toluen) gibi peptit formda olmayan antioksidanlarla
sinerjik etkiyi kolaylastirmaktadir (Kitts ve Weiler, 2003).

Hidrolizatlarin antioksidan aktivitesi, proteaz oOzgilliigline bagli olarak tiiretilen
peptitlerin karakteristik amino asit dizilimlerine 6zgii gorinmektedir (Pihlanto, 2006).
Peptitlerin antioksidan aktivitesi serbest radikaller i¢in baglayic1 etki gdstermelerine ve
metal iyonlari ile selat olusturmalarina baglanmaktadir. Biyoaktif peptitlerin antioksidan
aktivitelerinin siilfidril gruplarindan, hidrofobik aminoasitlerden, bazi aromatik aminoasitler

ve histidinden kaynaklandig: bildirilmektedir (Simsek ve Kilig, 2016; Park vd., 2010).

Antioksidan peptitler, antioksidan olmayan onciil proteinlerden farkli olarak proteolitik
mikroorganizmalarin veya izole enzimlerin aktivitesi kaynakli ekstrakte edilirler.
Proteinlerden antioksidan biyoaktif peptitler elde etmek i¢in fermentasyon siireglerinin ve

enzimlerin kullanimi, en sik kullanilan yontem olan izole enzimler nedeniyle kurulmustur.

Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen potansiyel antioksidan aktivite gosteren
peptitlere ait hidrolizasyonda kullanilan enzimler, mikroorganizmalar ve analiz metodlari
Cizelge 2.3 ‘de belirtilmistir (Lorenzo vd., 2018).
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Cizelge 2.3: Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen antioksidatif peptitlere ait
hidrolizasyonda kullanilan enzimler, mikroorganizmalar ve analiz metodlari.

Gida Enzim/ Aciklama
Mikroorganizma
Stit L.rhamnosus, L. ABTS, L. casei kaynakli peptitler en yiiksek
paracasei, L. casei antioksidan aktivite gostermistir
Domates B. subtillis DPPH, antioksidan aktivite konsantrasyona bagl
tohumu
Istiridye Pepsin, tripsin, Radikal siipiirme aktivitesi, DNA’da bulunan oksidatif
kimotripsin hasar dnlenmistir.
Yagsiz badem  Alkalaz, kimotripsin, ABTS, alkalaz hidrolizat1 en yiiksek antioksidan
unu flavurzim, pepsin, aktivite gostermistir
tripsin
Piring Alkalaz In vivo, kanda malondialdehit seviyesini azalmistir
Susam Lactobacillus In vivo, kanda ve karacigerde malondialdehit seviyesi
plantarum, azalmigtir
Bacillus subtilis
Yer fistigi unu Alkalaz, pepsin, ABTS, Alkalaz hidrolizati en yiiksek antioksidan
tripsin aktivite gostermistir
Keci siitii Pepsin DPPH, peynir alt1 suyu proteinleri en yiiksek
proteini antioksidan aktivite gostermistir

Dut yapragi proteinleri ve hidrolizatlarina gastro-intestinal sindirim simiilasyonu
uygulamasiin antioksidan kapasiteye etkisinin arastirildigir bir ¢alismada dut yapragi
proteinlerin farkli enzimlerle hidrolizasyonu saglandiktan sonra yiiksek antioksidan aktivite

gosterdigi bulunmustur (Sun vd., 2018).

Yapilan bir ¢aligmada dut yapraklarindan izole edilen proteinlerin antioksidan aktivitesi
(ABTS ve DPPH radikal siipiirme aktiviteleri) incelenmis ve sonug olarak diisiik molekiil
agirhigina sahip peptitlerin yiiksek antioksidan aktivite gdsterdikleri bulunmustur (Jha vd.,
2014).

2.6.3. Diger biyoaktif peptitler

Biyolojik aktivite gosteren spesifik peptit zincirleri iki veya daha fazla biyolojik aktivite
gosterebilirler. Bu durum peptit zincirinde bulunan aminoasitlerin kompozisyonuna,
dizilisine ve peptitlerin C-terminal veya N-terminal pozisyonunda bulunan aminoasitlerinin

tirtine gore degisiklik gosterir (Hernandez-Ledesma vd., 2007).
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Hayvan ve bitki kokenli bir¢ok gidadan biyolojik aktiviteye sahip peptitler izole
edilmistir. Baz1 biyoaktif peptitler, elde edildikleri gida kaynaklar1 ve fizyolojik olarak etki
ettikleri fonksiyonlar Cizelge 2.4‘de belirtilmistir (Hartmann ve Meisel, 2007).

Cizelge 2.4: Bazi biyoaktif peptitler, elde edildikleri gida kaynaklar1 ve fizyolojik olarak
etki ettikleri fonksiyonlar.

Fizyolojik Etki Gida Kaynag Tlgili Protein
Soya Soya proteini
Balik Balik kas proteini
_ Et Kas proteini
ACE Inbisyonu/ Siit a-LA, B-LG
Antihipertansif a-, p-, k-CN
Yumurta Ovotransferrin
Lizozim
Bugday Gliadin
Brokoli Bitkisel protein
Piring Albumin
Immiinomodiilator Yumurta Ovalbumin
Siit a-, B-, k-CN, a-LA
Bugday Gluten
Bugday Gluten
Opioid Etki Stit a-LA, B-LG
a-, B-CN
Yumurta Ovotransferrin
Antimikrobiyal Lizozim
Stit Laktoferrin
a-, B-, k-CN
Mineral Baglayici Stt a-, B-CN
Soya Glisinin
Hipokolestrolemik Siit B-LG
Balik Sardalya eti
Antioksidan Bugday Bugday germ proteini
Siit a-LA, B-LG

Antimikrobiyal peptitler: Bakteri, kiif ve viriislere karsi antimikrobiyal aktivite
gosteren biyoaktif peptitler ¢esitli kaynaklardan elde edilirler. Antimikrobiyal peptitlerin
aktivitesi; peptit biiyiikliigii, aminoasit bilesimi, hidrofobik yapilar ve ikincil yapi gibi
ozelliklere bagli oldugu kadar mikroorganizmalarin tiiriine gore de degistigi bildirilmistir.
Fermente gidalarda bulunan laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen antimikrobiyal
peptitlerin gida katkis1 olarak kullanilma potansiyeli yiiksektir (Kannan vd., 2012). Biyoaktif
peptitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin kisa zincirli ve katyonik peptitlerden kaynaklandigi

bildirilmektedir (Hancock ve Sahl, 2006).
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Kolesterol diisiiriicii peptitler: Hipolipidemik peptitler safra asitlerini baglayarak
kolesterol misellerini bozarlar ve safra asitlerinin absorpsiyonlarini inhibe ederek etki
gosterirler  (Mazorra-Manzano vd., 2017). Hipokolesterolemik peptitler kolon
adenokarsinoma hiicreleri tarafindan kolesterol emilimini durdurarak etki ettigi bildirilmistir

(Nagaoka vd., 2001).

Opioid peptitler: Opioid peptitler rahatlatic1 etki saglayan peptitlerdir. Endojen opioid
peptitlerle (endorfinler ve enkefalinler) olan yapisal benzerliklerinden dolay: ‘ekzorfinler’
olarak isimlendirilmislerdir. Ekzorifnler 6-, ppu— ya da x— tipi opioid reseptorlerle etkilesime
girerek aktivitelerini gosterirler. Endojen ve ekzojen opioid peptitler arasindaki ortak yapisal
Ozellikler amino ucundaki tirozinin varligi ve ti¢iincii ile dordiincii pozisyondaki fenilalanin
ve tirozin kalintilaridir. Siit proteinlerinden elde edilen kazomorfinler ve ekzomorfinler

opioid etki gosterirler. (Garcia vd., 2013).

Antikanserojen Peptitler: Biyoaktif peptitlerin pek ¢ok kanser hiicresi iizerinde
sitotoksik etki gdsterme potansiyeli oldugu, yani kanser hiicresine toksik sekilde etki edip

hiicreyi 61diirme ya da fonksiyonunu durdurma etkisinin oldugu belirtilmistir (Su vd., 2014).

Bagisikhk sistemini diizenleyici peptitler: Immiinomodiilatér peptitler, lenfosit
proliferasyonu, antikor sentezi ve sitokin regiilasyonu olarak 6lgiilen bagisikliktan sorumlu
hiicre fonksiyonlarini artirabilir. Immiinomodiilatdr peptitler alerjiye yatkin insanlarda
alerjik reaksiyonlar1 azaltabilir ve gastrointestinal sistemde mukozal bagisikligr artirabilir

(Hartmann ve Meisel, 2007).

Mineral baglayic1 peptitler: Siit kazeinleri, kalsiyum ve fosfat iyonlarini stabilize eder.
Kazein proteinlerinin triptik sindirimi, fosforile seril kalintilar1 igeren N-terminal uglarindan
fosfoseril kiimeleri i¢eren kazeinofosfopeptitleri olusturur. Bu fosfoseril kiimelerinin, kazein
misellerinin olusumuna yol acan kazeinler ve kalsiyum fosfat arasindaki etkilesimden
sorumlu oldugu varsayilmistir. Kazeinofosfopeptitler, kazeinin kalsiyum ve fosfat iyonlarini
kompleksleri  olusumunu stabilize etme yetenegini korur ve bdylece genel

biyoyararlanimlarini arttirir (Hartmann ve Meisel, 2007).

Antidiyabetik peptitler: Diyabet, pankreastan salinan insiilin iiretimindeki yetersizligi
veya yeterince etki etmemesi nedeniyle ortaya ¢ikan ve diinya genelinde yaygin goriilen bir
hastaliktir. Insiilinin yetersiz oldugu durum, kan sekerinin armasina neden olarak kan

damarlarina ve dolayisiyla viicut dokusuna zarar verir. Bu durumu 6nlemek i¢in kan sekeri
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seviyesini diizenleyen Kilit enzimleri inhibe edebilme 6zelligine sahip biyoaktif peptitler

kullanilmasi onerilmektedir (Mazorra-Manzano vd., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismada hammadde olarak kuru dut ve kuru dut yapragt kullanilmistir. Bu materyaller
Elaz1g bolgesinden 2018 yili Temmuz-Agustos doneminde ayni agaglarin meyvesi ve

yapragi olacak sekilde toplanip 6rneklerin hepsine giineste kurutma islemi uygulanmastir.

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler
Anjiyotensine Converting Enzyme (ACE-tavsan akcigeri ekstrakti) (A6778), Hippuryl-

histidyl-leucine (HHL, Sigma-Aldrich), Sodyum hidroksit (NaOH) (M106462), Hidroklorik
asit (HCI) (H1758), Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (M106345), di-sodyum hidrojen
fosfat dihidrat (M106580), Pepsin (from porcine gastric mucosa, powder, >250 units/mg
solid) ( P7000), Tripsin (Treated, essentially salt-free, lyophilized powder, >10,000 BAEE
units/mg protein) (T1426), Kimotripsin (a-Chymotrypsin from bovine pancreas, salt-free,
lyophilized powder) (C6423), Alkalaz ( >5 U/g, 30079 (5g' lik)) (30079), N-Hippuryl-His-
Leu hydrate powder (H1635) , ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6- sulfonik asit))
soliisyonu, Bovine Serum Albumin (lyophilized powder, >96%), folin (suitable for

determination of total protein by Lowry method, 2 N)( F9252).

3.2. Yontem
3.2.1. On denemeler: izoelektrik noktanin belirlenmesi

Protein ekstraktlarmi maksimum verimle elde etmek igin 6n denemeler yapilmistir. On

denemelerin ardindan belirlenen parametrelerle ekstrakt iiretimi gergeklestirilmistir.

Orneklerin izoelektrik noktasini belirleyebilmek amaciyla farkli pH degerlerinde (pH:2-
3-4-5-6-7-8-9-10) su ile oziitleme yapilarak protein ¢oztniirlikkleri incelenmistir. Coziinir
protein miktarmin belirlenmesi amaciyla Lowry metodu uygulanmistir. Standart egrinin
hazirlanmasinda 0-0.4 mg/mL konsantrasyon araliklarinda fosfat tamponuyla seyreltilmis
sigir serum albiimin (BSA) kullanilmistir ve 750 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilmistir. Elde

edilen absorbans sonuglari ile bir standart kalibrasyon grafigi (Sekil 3.1) hazirlanmustir.
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Sekil 3.1: Coziiniir protein miktar: icin BSA kalibrasyon grafigi.

Farkli pH’lardaki 6rneklerden elde edilen sonuglara gére minimum ¢oziiniirliik olan pH
degeri izoelektrik nokta olarak secilmistir ve alkali bolgede maksimum ¢6ziiniirliik olan pH

degerinde alkali 6ziitleme islemi yapilmistir.

3.2.2. Protein ekstraksiyonu

Dut ve dut yapragi érneklerinden protein ekstrakti eldesi literatiirdeki birkag yontemin
modifiye edilmesiyle olusturulmustur (Yang vd., 2012; Pothinuch vd., 2017; Mirzapour vd.,
2016).

Dut ve dut yapragi orneklerinden alkali oziitleme ve izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle

protein ekstrakti tiretilmistir.

3.2.2.1.Is1l islem uygulanan orneklere protein ekstraksiyonu uygulamasi

Kuru dut ve kuru dut yapragi 6rnekleri 6ncelikle laboratuvar degirmeninde 6giitiilmiis ve
ogiitiilen dut ve dut yapragi 6rnekleri bir beherin i¢inde 1/10 (g/mL) oraninda distile suyla
stispansiyon olusturulmustur. Sulandirilmis 6rnekler mikser (Ultra Turrax T25 - Janke &
Kunkel KG, IKA, WERK, GERMANY) yardimiyla 3 dk boyunca homojenize edilmistir.
Ardindan her bir 6rnege farkli derecede sicaklik (50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C ve 90°C)
uygulanarak, 6rnekler sicaklik kontrollii 1siticili manyetik karistiric tizerinde 1 saat boyunca

1sitma islemine tabi tutulmustur.
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Isil islem uygulanan 6rnekler, I M NaOH ile 6n denemeler sonucunda bulunan alkali
Oziitleme noktasina (pH: 9) ayarlanarak proteinler ¢oziiniir forma getirilmistir. Manyetik
karistiriciyla homojen bir karisim elde edilene kadar (1 saat) ekstraksiyon islemine devam
edilmistir. Ardindan 3.000xg’de 30 dakika boyunca (4 °C) santrifiij islemiyle ¢6ziinmeyen

kat1 partikiillerin ayrilmasi1 saglanmistir.

Sonrasinda supernatant alinarak pH’s1, 6rnegin izoelektrik noktasina (pl: 5) 1 M HCI
kullanilarak ayarlanmstir ve manyetik karistiricida homojen bir karisim elde edilene kadar
(30 dk) ekstraksiyon islemine devam edilmistir. Daha sonra karigima 10.000xg’de 30 dakika

boyunca (4 °C) santrifiij islemi uygulanarak supernatant ve pelet birbirinden ayrilmistir.

Pelet 1:5 oraninda distile su ile siispanse edilip pH’s1 pl’ya ayarlanarak 30 dakika
karistirllmak suretiyle yikanmigtir. Ayni sartlarda tekrar santrifiijlenerek elde edilen ¢okelti
alinip 1:2 oraninda su ile siispanse edilip notralizasyonu saglamak amaciyla 1M NaOH ile

pHs1 7¢ye ayarlanmistir.

Liyofilizatorde 48 saat dondurularak kurutulan konsantre protein 6rnekleri -18° C ‘de
analiz edilene kadar muhafaza edilmistir. Sekil 3.2°de 1s1l islem uygulanan 6rnekler igin

protein ekstrakti eldesi akim semasi bulunmaktadir.
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Sekil 3.2: Isil islem uygulanan 6rnekler i¢in protein ekstrakti eldesi akim semasi.
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Sekil 3.2 (devam): Isil islem uygulanan 6rnekler igin protein ekstrakti eldesi akim semasi.
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Sekil 3.2 (devam): Isil islem uygulanan 6rnekler i¢in protein ekstrakti eldesi akim semast.

3.2.2.2. Isil islem uygulanmayan drneklere protein ekstraksiyonu uygulamasi

Isil islem uygulanmayan Orneklerin protein ekstraksyonunu yapabilmek i¢cin Bolim
3.2.2.1°de belirtilen yontemin aynis1 kullanilmistir. Sadece ilk kisimda homojenizasyon

isleminden sonra 1s1l iglem uygulanmayarak alkali 6ziitleme asamasina gecilmistir.
3.2.2.3.Protein ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Dut ve dut yapragi orneklerinden elde edilen protein ekstraktlarinin verim hesabini
yapabilmek i¢in Boliim 3.2.5.1° de belirtilen mikro Kjeldahl yontemi kullanilmaistir.

3.2.3. Proteinlerin enzimatik hidrolizasyonu

Dut ve dut yapragi protein ekstraktlarindan enzim kullanilarak protein hidrolizati eldesi
literatiirdeki birkag yontemin modifiye edilmesiyle olusturulmustur (Arimboor ve
Arumughan, 2011; Wang vd., 2011).

Hidrolizasyon iglemi iki asamada gergeklestirilmistir. Birinci agsamada farkli enzimlerle,
protein ekstraksiyon verimi en yiiksek dut ve dut yapragi ornekleri hidrolize edilmis ve en
yiiksek aktivite gdsteren enzime karar verilmistir. ikinci asamada ise secilen enzimle biitiin

protein ekstraktlarina hidroliz islemi uygulanmstir.
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3.2.3.1. Enzim se¢imi

Dut ve dut yapragi protein ekstraktlarinin hidroliz reaksiyonunun optimizasyonunda
kullanilacak uygun enzimi belirleyebilmek amactyla dort farkli ticari enzim (pepsin, tripsin,
kimotripsin ve alkalaz) kullanilarak enzimlerin optimum diizeyde aktivite gosterecekleri
sicaklik ve pH araliklarinda ¢alisilarak 6n denemeler gergeklestirilmis ve Boliim 3.2.5.2° de
belirtilen Cd-Ninhidrin yontemi kullanilarak enzimlerin hidroliz etkinlikleri belirlenmistir.
Bu amagla protein ekstraksiyon verimi en yiiksek dut ve dut yapragi drnekleri belirlenerek

enzim se¢imi bu 6rneklere uygulanmustir.

Protein hidrolizati1 eldesi Sekil 3.3’te belirtilmistir; 1 mg protein ekstrakti/ 1 mL tampon
konsantrasyonunda protein izolat1 igeren silispansiyon karigimi hazirlanmistir. Stispansiyon
karistminin hazirlanmasi amaciyla tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir (Pepsin i¢in= pH:2.1 -
20mM - HCI-KCI tamponu; Tripsin, Kimotripsin i¢in= pH:7.8 — 20 mM - fosfat tamponu;
Alkalaz i¢in= pH:8 -20mM -fosfat tamponu). Protein ekstrakti igeren siispansiyonlara
calkalamali su banyosunda 30 dakika boyunca 6n inkiibasyon yapilmistir (Pepsin, tripsin,
kimotripsin i¢in= 37 C°’de; Alkalaz i¢in=50 C°’de). Daha sonra Enzim/substrat oran1 1/100
olacak sekilde pepsin, tripsin, kimotripsin ve alkalaz enzimleri eklenmistir. Hidroliz islemi
icin calkalamali su banyosunda 30 dakika boyunca inkiibasyon yapilmistir (Pepsin, tripsin,
kimotripsin igin 37 C°’de; Alkalaz i¢in 50 C°’de). Hidroliz isleminin ardindan 6rneklerin
enzim inaktivasyonu i¢in 85°C’ye ayarlanmis su banyosunda 10 dakika bekletilmis ve
ardindan buz banyosunda 10 dk boyunca sogutma islemi yapilmistir. Ardindan 4.000g’de
15 dakika santrifuj edilerek siizlintiiniin iist kismi alinmis (supernatant) ve daha sonra

yapilacak islemler i¢in -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. Secilen enzimle protein ekstraktlara hidrolizasyon isleminin uygulanmasi
Protein ekstraktlarmin hidroliz reaksiyonunun optimizasyonunda kullanilacak uygun

enzime karar verildikten sonra biitiin protein ekstraktlarina segilen enzimle hidrolizasyon

islemi uygulanmigtir. Bu amagla Sekil 3.2.3.2.°de belirtilen protein hidrolizat1 eldesi

proseduru kullanilmustir.
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PROTEIN HIDROLIZATI ELDESI AKIS SEMASI

Tampon Hazirlama

(Pepsin igin= pH:2.1 - 20mM - HCI-KCI tamponu)
(Tripsin, Kimotripsin i¢in= pH:7.8 — 20 mM - fosfat tamponu)
(Alkalaz i¢in= pH:8 — 20 mM — fosfat tamponu)

v

Solusyon Hazirlama
(1 mg protein ekstrakt/ 1 mL tampon)
v
On Inkiibasyon

(calkalamali su banyosu, 30 dk
(pepsin, tripsin, kimotripsin igin= 37 C°)
(alkalaz igin= 50 C°)

4

Enzim Ekleme (%1 (w/w))
v
Hidroliz

(calkalamali su banyosu, 3 sa)
(pepsin, tripsin, kimotripsin igin= 37 C°)
(alkalaz igin= 50 C°)

\4

Enzim Inaktivasyonu
(calkalamali su banyosu, 85 C°, 10 dk)

14

Sogutma (buz banyosu, 10 dk)
v

Santrifuj —>  Pelet
(4.000g, 10 dk, 4C°)
v

Supernatant

14

Protein Hidrolizat:
\Z
-18°C’de muhafaza

Sekil 3.3: Protein hidrolizat1 eldesi akim semasi.
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Elde edilen biitiin hidrolizatlarin toplam serbest amino asit miktarlarinin belirlenmesi

amactyla 3.2.5.2” de belirtilen Cd-Ninhidrin yontemi kullanilmistir.

3.2.4. Hidrolizatlarin fraksiyonlarina ayrilmasi

Enzimatik hidrolizden elde edilen protein hidrolizatlar1 ultrafiltrasyon membran filtre
kullanilarak 4°C’ de 7.500xg ve 30 dakika boyunca santrifuj edilmis ve 10 kDa ve 3 kDa
membran filtreler kullanilarak farkli molekiil biiyiikliigiinde fraksiyonlar elde edilmistir.

Fraksiyonlar analize alinana kadar -18°C’ de saklanmistir (Mirzapour vd., 2017).

3.2.5. Analizler

Sekil 3.4’de tez ¢alismasi1 kapsaminda yapilacak analizlerin planlamas1 gosterilmistir.
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pH, kuru madde, kiil

Kjeldahl

A

KURU DUT

y

ACE inhibisyon aktivitesi

KURU DUT YAPRAGI

< DPPH, ABTS
[zoelektrik noktasi belirleme —
Alkali 6ziitleme noktas1 belirleme «—]
Is1l islemsiz Isil islem
50 °C 60 °C 70 °C 80 °C 90 °C

Ekstraksiyon Verimi

ACE inhibisyon aktivitesi

Protein Ekstraktsiyonu

DPPH, ABTS

Toplam Serbest Aminoasit

Miktar1 (Cd-Ninhidrin)

(Kjeldahl)
Enzimatik Hidrolizasyon
Pepsin Alkalaz Tripsin Kimotripsin
Hidrolizasyon Verimi - Enzim Secimi
(Cd-Ninhidrin)
ACE
<« 1Cs0 | g Pepsin Hidrolizatlar _
LOWRY |e

ACE inhibisyon aktivitesi

DPPH, ABTS

Fraksiyonlama

MA<3kDa

MA<10kDa

v v

ACE inhibisyon aktivitesi

Sekil 3.4: Analiz planlamasi.
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3.2.5.1.Fizikokimyasal analizler

Kuru dut ve kuru dut yapragi 6rneklerinin pH degerlerinin belirlenmesi amaciyla her
numuneden 10 g alinmis ve 10 mL saf su ile karistirilarak Ultra Turrax blenderda T25 (Janke
& Kunkel KG, IKA, WERK) homojenize edilmistir. Homejen karisimin pH’s1, (Thermo
ORION 4 STAR) pH metre ile ol¢iilmiistiir (Hayaloglu, 2003).

Kuru dut ve dut yapraklarinda kuru madde miktarlari; 2-3 g tartilan 6rnegin etiivde sabit

tartim agirhi@ina ulasincaya kadar kurutulmasiyla belirlenmistir (AOAC, 1990).

Kuru dut ve dut yapragi 6rneklerinin kiil miktarlari; 1.5-2 g tartilan 6rnegin 550°C’de

karbon igermeyen beyaz bir kiil oluncaya kadar yakilmasi sonucunda belirlenmistir (AOAC

1990).

Protein oranlari ise yas yakmaya tabi tutulan 6rnekler mikro Kjeldahl yontemi ile azot
miktarlarinin saptanmasi ile bulunmustur. Protein oranlari, bulunan azotun 6.25 faktorii ile

carpilmasi ile hesaplanmistir (IDF, 1993).

3.2.5.2. Kadmiyum- ninhidrin metodu

Protein hidrolizasyonunda kullanilan farkli enzimlerin hidroliz  verimlerinin
hesaplanmas1 ve biitiin protein hidrolizatlarinin toplam serbest amino asit miktarlarinin
belirlenmesi amaciyla Kadmiyum- ninhidrin (Cd-Ninhidrin) metodu kullanilmistir. Analiz,
Cd-Ninhidrin ¢ozeltisi (0.8 g ninhidrin, 80 mL etanol ve 10 mL buzlu asetik asit karisiminda
¢oziindiiriildiikten sonra elde edilen karisim 1 mL suda ¢oziindiiriilmiis 1.0 g CdCl; ile
karigtirtlir) ile hazirlanan O6rne8in 507 nm’de verdigi absorbansin oOlgiilmesine
dayanmaktadir. Bu amagla, tamponda ¢oziilen hidrolizatlardan 100 pL 6rnek alinarak
tizerine 2 mL Cd-Ninhidrin ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim 84°C’de 5 dk bekletildikten sonra
sogutulmus ve 507 nm’deki absorbanst UV-spektrofotometrede okuma yapilmistir

(Sulejmani ve Hayaloglu, 2018).

Kalibrasyon egrisi hazirlama: Losin (Leu) standardi suda ¢oziilerek belirli
konsantrasyonlarda hazirlanarak kullanilmistir ve 507 nm’de absorbans degerleri
okunmustur. Konsantrasyon degerlerine karsilik absorbans degerleriyle kalibrasyon egrisi
cizilmistir (Sekil 3.5). Orneklerin toplam serbest amino asit iceriklerini hesaplamak icin
grafige ait lineer regresyon denklemi bulunmus ve orneklere ait absorbans degerleri
denklemde yerine konularak konsantrasyonlar belirlenmistir. Orneklerde bulunan toplam

serbest amino asit miktarlart mg Leu/g kuru 6rnek cinsinden hesaplanmustir.
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y = 16,251x + 0,0265
R? = 0,9937
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Leu Konsantrasyonu (mg Leu/mL su)

Sekil 3.5: Losin standardinin farkli konsantrasyon degerlerine karsilik absorbans
degerleriyle ¢izilen kalibrasyon egrisi.

3.2.5.3. ACE inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi

Ekstraktlarin ACE-inhibitor aktivitesi RP-HPLC kullanilarak belirlenmistir. Metodun
temeli Hippuryl-histidyl-leucine’in ACE tarafindan hidrolizi sonucu olusan hippurik asit
miktariin belirlenmesine dayalidir. Deney karisimi 25 pLL HHL ¢ozeltisi (5 mM HHL, 100
mM sodyum fosfat tamponu, 400 mM NacCl, pH: 8.9) ile 50 uL 6rnek ¢ozeltisi (1 mg 6rnek
/ 1 mL sodyum fosfat tamponu) karistirilarak hazirlanmistir. Daha sonra 25 uL ACE (100
mUN ACE / 1 mL sodyum fosfat tamponu) ilave edilip 37 °C sicaklikta ¢alkalamali su
banyosunda 30 dakika inkiibe edilerek, inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu durdurmak
i¢in 1 M 6,75 uL HCl ilave edilmistir. Ornek hazirlig1 tamamlandiktan sonra 228 nm’de RP-
HPLC cihaz ile okumalar yapilmustir (Sahingil vd., 2019). Inhibisyon oran1 (%) asagidaki

formiil yardimi ile hesaplanmugtir:

ACE —inhibisyonoran = (A; B)><100

A: ACE ve HHL varliginda ve ACE-inhibitor yoklugundaki absorbans
B: ACE, HHL ve ACE-inhibitorii varligindaki absorbans
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3.2.5.3.1. IC5( degerinin belirlenmesi

Orneklerin ACE-inhibisyon aktivitesi, ICso degeri (ACE’nin en az %50’sini inhibe
edebilecek biyo-aktif peptit diizeyi) ile de ifade edilmistir. ICso degeri, farkli protein
konsantrasyonlarina kars1 (1/5 — 1/10 — 1/25 — 1/50 — 1/75 — 1/100 — 1/125)(mg 6rnek/ mL
su) ACE-inhibisyon degerlerinin bulunarak grafik tizerinde ekstrapolasyonu ile
hesaplanmistir. Orneklerin protein igerikleri Boliim 3.2.5.3.2° de bahsedilen Lowry
metoduna gore belirlenmistir. Ardindan, ICso degerleri ACE aktivitesinin %50’sinin inhibe

oldugu protein konsantrasyonundaki lineer regresyon kullanilarak hesaplanmaistir.

3.2.5.3.2. Coziiniir protein miktarinin belirlenmesi

Cozinlir protein miktarinin  belirlenmesi amaciyla Orneklere Lowry metodu
uygulanmistir (Lowry vd. 1951). Bu yontem alkali ortamda bakirin peptitlerle verdigi
reaksiyon ve olusan kompleksin folin-ciocelteu Lowry ¢ozeltisi ile reaksiyonu sonunda

mavi-yesil bir renk vermesi prensibine dayanmaktadir.

Lowry metodu ile protein tayini yapmak amaciyla asagida belirtilen sekillerde ¢ozeltiler

hazirlanmastir:
A aymraci: 20g Na2COs+ 1 L’lik 0.1N NaOH c¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir.

B aymraci: 0.5 g CuSO45H0 + 100 mL’lik %1’ lik(agirlik/hacim) Na-K Tartarat

¢Ozeltisinde ¢oziilmiistiir.
C ayrraci: Kullanimdan hemen 6nce 100 mL A ayiract + 2 mL B ayiraci karigtirllmastir.

D ayraci: Folin-ciocelteu Lowry maddesi 1:1 oraninda saf su ile seyreltilmistir. Kullanima

kadar koyu renkli sisede buzdolabinda saklanmistir.

Ornekler 1 mg/mL’yi ge¢meyecek sekilde fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Deney
tiiplerine alinan 1 mL’lik 6rneklerin {izerine 5 mL C ayiraci ilave edilmis ve 10 dk boyunca
oda sicakliginda bekletilmistir. 10 dk sonunda deney tiiplerine 0.5 mL D ayiraci ilave
edilmis, 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Absorbans degeri 750 nm’de referans
coOzeltisine karsi okunmustur. Referans ¢ozeltisi icin 1 mL 6rnek yerine 1 mL fosfat tamponu

kullanilmastir.

Kalibrasyon egrisi hazirlama: Sigir serum albiimini (BSA) fosfat tamponu ¢ozeltisinde
¢oziilerek belirli konsantrasyonlarda hazirlanmis ve standart olarak kullanilmistir. 750

nm’de UV-Spektrofotometre ile okuma yapilmistir. Konsantrasyon degerlerine karsilik
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absorbans degerleriyle kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.6) . Protein konsantrasyonunu
hesaplamak i¢in grafige ait lineer regresyon denklemi bulunmus ve 6rneklere ait absorbans

degerleri denklemde yerine konularak konsantrasyonlar belirlenmistir.

1,2
1

€ 0,8

c
o
206

[%2]
% 04

y =1,5043x + 0,0773
R2=10,9958

0,2

0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Konsantrasyon (mg BSA/mL tampon)

Sekil 3.6: BSA c¢ozeltisinin farkli konsantrasyon degerlerine karsilik absorbans
degerleriyle ¢izilen kalibrasyon egrisi.

3.2.5.4. Antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

3.254.1. ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6- sulfonik asit)) radikal
katyonlarim siipiirme analizi

Spektrofotometrik bir analiz olan antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla ABTS
(2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)) radikal katyonlarini siiptirme analizi Jha
vd. (2014) belirledikleri metodun modifiye edilmesiyle kullanilmistir. Metodun temeli,
antioksidan maddelerin ABTS radikal katyonunu 734 nm de mavi/yesil kromofor ile
karakteristik bir absorbans vererek siipiirmesi esasina dayanir. ABTS radikal katyonu, suyla
hazirlanmis 7mmol/L. ABTS soliisyonuna 2.45 mmol/L potasyum persiilfat (K2S20s)
eklenmesiyle elde edilmistir. Kararli radikaller iiretmek i¢in hazirlanan karisim koyu renkli
bir sisede 16 saat boyunca oda sicakliginda (25°C) saklanmistir. Kullanmadan dnce ABTS
radikal soliisyonu 734 nm de 0.750 +£0.025 absorbans elde etmek amaciyla sodyum fosfat
tamponuyla (0.1 mol/L, pH 7.4) seyreltilmistir. Daha sonra 2 mL. ABTS soliisyonuna 1 ml
ornek gruplarindan eklenerek 30 dk beklenmis, ardindan UV-Spektrofotometre ile 734 nm

de absorbans degerleri okunmustur.
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Orneklerin inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlige gore belirlenir.

%Inhibisyon= % x100

Ay: 734 nm deki kontrol absorbansi

A: 734 nm deki 6rneklerin absorbans

3.2.5.4.1. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme analizi

Omneklerin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullamilarak
belirlenmistir. DPPH molekiiliinde bir serbest elektronun yer degistirmesi menekse renginin
olusumuna sebep olur. DPPH soliisyonu hidrojen atomu verebilen bir madde (antioksidan)
ile karistirildigt zaman koyu menekse rengin kaybolmasi ile indirgenmis form olusur.
Antioksidanlar tarafindan DPPH serbest radikaline proton aktarilmasi reaksiyonu 525 nm’de
absorbansin azalmasina neden olur. Bu siire¢ goriiniir alanda spektrofotometre ile absorbans
sabitlenene kadar takip edilerek anlasilir (MacDonald-Wicks vd., 2006).

Icerisinde 1 mL &rnek ¢ozeltisi (0.2-1.0 mg/mL) bulunan tiiplere 1 mL etanolde
hazirlanmis DPPH ¢ozeltisi (son derisim 0.2 mM) ilave edilmistir. Kontrol i¢in 1 mL
etanol/su konulmustur. Ornekler oda sicakhiginda ve karanlikta 30 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra UV-Spektrofotometre ile 525 nm‘de absorbanslar1 6l¢iilmustiir. Serbest

radikal giderim aktivitesi agagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:

hlhibisyon (%)= [(Akontrol_Abrnek)/ Akontrol] x100

Burada; Axontrol kontroliin absorbansi ve Agppnek 1S€ 0rnegin absorbansini ifade etmektedir.
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3.2.6. istatistiksel analizler

Beyaz dut ve yapraklarina uygulanan deneyler en az iki tekerriir ve her tekerriir i¢in ii¢
paralel olarak yapilmistir. Beyaz dut ve yapraklarina yapilan analizler sonucunda elde edilen
veriler arasindaki farklarin 6nem diizeyi varyans analizi (One-way ANOVA) ile saptanmis
ve farklilik “SPSS for Windows (Version 22)” paket programi kullanilarak % 95 giiven
araliginda Duncan post-hoc testleri ile degerlendirilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel
anlamda 6nem diizeyleri “a, b, c...” olacak sekilde harflendirilerek belirtilmistir. Bu harfler
Duncan testinde olusan grup sayisina gore, yiikksek degerden baslayarak en diisiik degere
dogru siralanmistir. Sonuglardan herhangi biri ayni anda iki grupta yer almissa “ab”, “bc”

gibi bir indisle bu durum belirtilmistir.

39



4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Fizikokimyasal Analizler

Kuru dut ve dut yapragi orneklerinin fizikokimyasal analiz sonuglar1 kuru agirlik

tizerinden Cizelge 4.1° de belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Kuru dut ve kuru dut yapragi 6rneklerinin fizikokimyasal 6zellikleri.

Analiz Dut Dut Yaprag
protein (%) 3.48+0.2 9.18+0.31
pH 5.85+0.007 7.31+0.28
kuru madde (%) 93.92+0.014 94.74+0.05
kiil (%0) 4.16+£0.141 3.78+0.001

Sonuglar; ortalamaz+standart sapma olarak ifade edilmistir.

Kuru dut 6rnegine ait sonuglara bakilacak olursa kuru madde miktar1 % 93.92+0.014,
protein miktar1 % 3.48+0.2, kiil miktart % 4.16+£0.141 ve pH degeri 5.85+0.007 olarak

bulunmustur.

Kuru dut yapragi orneklerine ait sonuglar incelendiginde ise; kuru madde miktart %
94.74+0.05, protein miktart % 9.184+0.31, kiil miktar1 % 3.78+0.001 ve pH degerinin
7.3140.28 oldugu bulunmustur.

Farkli dut genotiplerinin beslenme kalitesi iizerine olan etkisinin arastirildigi bir
calismada kuru dut meyvesinin protein igerigi % 4.72-9.96 ve kuru dut yapraginin protein
icerigi % 15.31-30.91 olarak bulunmustur (Srivastava vd., 2006).

Dut kurusunun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile ekstraksiyon kosullarinin arastirildig
bir ¢alismada toplam kuru madde % 91.20, pH 5.13 ve toplam kiil miktar1 % 2.95 olarak
bulunmustur (Bakkalbas1 vd., 2004).

Beyaz dutun {iiretim potansiyelinin ve yaprak kalitesinin arastirildigr bir ¢alismada

yapraklarin toplam protein igerikleri % 9.8-27.31 araliginda bulunmustur (Kumar vd., 2018).

Slovenya bolgesinde ipekgilikte kullanilan eski dut agaglarinin (Morus Alba L.)
morfometrik ve biyokimyasal taramasinin yapildigi bir calismada dut yapraklarinin yiiksek
protein igerigine sahip oldugu bulunmustur (20.2 g/100 g kuru agirlik) (Urbanek Krajnc vd.,
2019).

Calismada elde edilen sonuclar ve literatiir bilgileri kiyaslandiginda dut ve dut yaprag:

orneklerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin bir takim farkliliklarla birlikte benzer oldugu
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goriilmektedir. Bu farkliliklarin sebebi cografi ve iklim degisiklikleri veya genotip

farliliklart olabilecegi diigiiniilmektedir.

4.2.0n Denemeler: izoelektrik Noktanin Belirlenmesi

Protein ekstraktlarini maksimum verimle elde edebilmek icin dut ve dut yapragi
orneklerine 6n denemeler yapilmistir. Bu amagla orneklerin izoelektrik noktasim
belirleyebilmek icin farkli pH degerlerinde (pH:2-3-4-5-6-7-8-9-10) sulu ¢ozeltiler
hazirlanip 6ziitleme yapilarak protein ¢oziniirliikleri incelenmis ve elde edilen sonuglar

Cizelge 4.2° de belirtilmistir.

Cizelge 4.2: Dut ve dut yapragi 6rneklerinin farkli pH’ larda % ¢oziiniirliik degerleri.

% Coziiniirliik

pH Dut Dut Yaprag:
2 73.1+£0.02 62.4+0.007
3 42.9+0.012 66.4+0.014
4 36.4+0.002 45.3+0.024
5 0.0+0.003 0.0£0.008
6 77.8+0.004 42.3+0.024
7 73.1+0.014 39.7+0.006
8 51.7+0.006 39.7+0.001
9 60.0+0.001 47.8+0.023
10 51.4+0.003 43.1+0.015

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir.

Proteinler izoelektrik noktalarinda ¢ok diisiik ¢oziiniirliik 6zelligi gosterirler. Protein,
1zoelektrik noktasinda yani zwitter iyon konumunda iken ytiksiiz durumdadir ve elektriksel

alanda kutuplara dogru hareket edemez (Saldamli, 2007).

Yapilan ¢alismada dut 6rneklerinin farkli pH' lardaki ¢oziintirliiklerini ifade eden grafige
(Sekil 4.1) bakildiginda en diisiik ¢oztiniirliigiin izoelektrik noktaya yakin olan pH 5'de
oldugu goriilmistiir. Asidik ortama gidildik¢e dut 6rneginde ¢oziiniirliik %73.1+0.021'e
kadar ¢ikmus, alkali ortama gidildikge ise ¢oziiniirliik en fazla pH 9°da %60.0+0.001'a

ulagmustir.
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Sekil 4.1: Dut 6rneklerinin farkli pH degerlerinde % ¢oziiniirliik grafigi.

Dut yapragi 6rneklerine ait grafik incelendiginde (Sekil 4.2) ise dut 6rnekleriyle paralel

sekilde en diisiik ¢coziiniirliigiin izoelektrik noktaya yakin olan pH 5'de oldugu goriilmiistiir.

Asidik ortama gidildik¢e dut yapragi orneginde ¢oziiniirliikk %66.4+0.014'e kadar ¢ikmais,

alkali ortama gidildikg¢e ise ¢ozliniirliik en fazla pH 9°da %47.8+0.023'e ulasmistir.
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Sekil 4.2: Dut yapragi érneklerinin farkli pH degerlerinde % ¢oziintirliik grafigi.
yaprag p g grang

Karabugdayda bulunan ACE inhibitorii peptitlerin saflastirilmasi ve tanimlanmasinin

yapildig1 bir ¢alismada protein ekstraktlarini elde etmek amaciyla alkali 6ziitleme noktasi

pH 9 ve izoelektrik nokta pl 4.5 olarak belirlenmistir (Ma vd., 2006).

Mas fasulyesinden izole edilen peptitlerin ACE inhibisyon aktivitesinin arastirildig bir

calismada pH 4.6’da proteinlerin ¢oktiirme islemi saglanmistir ( Li vd., 2006).
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Ispanakgiller ailesinden bir tiirlin proteinlerinin in vivo ve in vitro kosullarda ACE
inhibisyon aktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada alkali 6ziitleme pH 9°da ve proteinleri
¢coktiirme islemi pH 5’de saglanmistir (Fritz vd., 2011).

Horoz ibigi c¢ige8i proteinlerinin ve peptitlerinin antioksidan aktivitelerinin analiz
edildigi bir caligmada proteinlerin pH 9’da alkali 6ziitlemesi yapilarak pH 5’de izoelektrik
coktlirmesi yapilmustir (Tironi ve Anon, 2010).

Yapilan c¢alisma sonuglar1 literatiir ile kiyaslandiginda farkli gida kaynaklarinin
izoelektrik ve alkali 6ziitleme noktalariyla 6rneklerin benzer oldugu goriilmektedir.

Daha sonraki agamalarda biitiin 6rneklerin protein ekstraksiyonunu maksimum verimle
elde edebilmek igin belirlenen parametreler (alkali 6ziitleme noktasi; pH:9 ve izoelektrik

nokta; pl:5) kullanilmustir.

4.3.Protein Ekstraksiyon Veriminin Belirlenmesi

Dut ve dut yaprag1 orneklerinden alkali 6ziitleme ve izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle
protein ekstrakti iiretimi saglanmistir. Protein ekstrakti, protein orani gergekte gidanin i¢inde
mevcut bulunan degere gore artirllmis 6rnegi ifade etmektedir. Ekstraksiyon verimini
belirleyebilmek amaciyla biitiin 6rneklerin ¢dziinilir protein degerleri bulunmus ve elde

edilen sonuglar Cizelge 4.3 de belirtilmistir.

Cizelge 4.3. Dut ve dut yaprag: protein ekstraktlarinin % ¢6ziiniir protein degerleri.

Dut Dut yaprag

Ornek % Protein Ornek % Protein
de 74.36+0.352 dye 90.62+0.042
d50e 69.51+0.342 dy50e 89.79+0.13?
d60e 57.03+0.32° dy60e 81.58+0.33"
d70e 50.66+0.05 dy70e 70.99+0.38°
ds0e 48.58+0.71°¢ dy80e 69.83+0.02°
d90e 44.33+0.48° dy90e 64.39+0.07¢
kd 3.48+0.02¢ kdy 9.18+0.03¢

Sonuglar; ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak
anlaml farklihg: ifade etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme; de: 1s1l islem uygulanmayan
Ornegin protein ekstrakti, d50e: 50°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, d60e: 60°C” de 1s1l
islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, d70e: 70°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti d80e:
80°C’ de 1s1l iglem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti d90e: 90°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein
ekstrakti kd: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan) Dut yaprag: orneklerine ait isimlendirme; dye: 1sil
islem uygulanmayan 6rnegin protein ekstrakti, dy50e: 50°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti,
dy60e: 60°C’ de 1s1l islem uygulanan drnegin protein ekstrakti, dy70e: 70°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin
protein ekstrakti dy80e: 80°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstraktt dy90e: 90°C’ de 1s1l islem
uygulanan érnegin protein ekstraktt kdy: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan)
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Kuru dut 6rnegi ve dut protein ekstraktlarinin % ¢oziiniir protein miktarlarini gosteren
Sekil 4.3 incelendiginde; hicbir islem uygulanmayan kuru dut 6rneginin protein miktar1 %
3.48+0.02 olarak bulunmustur. Isil islem uygulanmayan dut protein ekstraktinin
ekstraksiyon verimi %74.36+0.35 olarak bulunmustur. Isil islem uygulanan ekstraktlara
bakildiginda en yiiksek oranin 50°C’de 1s1l islem uygulanan ekstraktta (%69.51+0.34)
oldugu ve bu degerin 1s1l islem uygulanmayan ekstrakla istatistiksel olarak farkli olmadigi
bulunmustur (P<0.05). Sicaklik siddeti arttik¢a ekstraksiyon veriminin azaldig
gorilmektedir. Ancak kuru dut 6rnegi ile kiyaslandiginda 1s1l islem uygulamasinin biitiin
orneklerde ekstraksiyon verimini istatistiksel derecede arttirdig1 gériilmektedir(P<0.05). En
diisiik ekstraksiyon veriminin 90°C’de ekstrakte edilen dut 6rnegine ait olmasina ragmen bu

degerin bile kuru dut 6rneginin protein degerinden 12.7 kat daha fazla oldugu goériilmektedir.

DUT
80,00
£ 70,00
Fé’ 60,00
& 50,00
1-1
= 40,00
5 30,00
< 20,00
e\c 10,00 I I I I
0,00 ﬁ
de d50e d60e d70e d80e d90e
Ornekler

Sekil 4.3: Dut protein ekstraktlariin % ¢oziiniir protein degerleri.

Kuru dut yapragi ornegi ve dut yapragi protein ekstraktlarmin % ¢6ziiniir protein
miktarlarim gosteren Sekil 4.4 incelendiginde; higbir islem uygulanmayan kuru dut yapragi
Orneginin protein miktar1 %9.1840.03 olarak bulunmustur. Isil islem uygulanmayan protein
ekstraktinin ekstraksiyon verimi %90.62+0.04 olarak bulunmustur. Isil islem uygulanan
ekstraktlara bakildiginda en yiiksek verimin 50°C’de 1sil islem uygulanan ekstraktta
(%89.79+0.13) oldugu ve bu degerin 1s1l islem uygulanmayan ekstrakla istatistiksel olarak
farkli olmadigr bulunmustur (P<0.05). Sicaklik siddeti arttikca ekstraksiyon veriminin
azaldig1 gortilmektedir. Ancak kuru dut yapragi Ornegi ile kiyaslandiginda 1sil islem

uygulamasinin biitiin 6rneklerde ekstraksiyon verimini istatistiksel derecede arttirdig
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anlasilmistir (P<0.05). En diisiik ekstraksiyon verimi 90°C’de ekstrakte edilen dut yapragi
Ornegine ait olmasina ragmen bu degerin bile kuru 6rnegin protein degerinden 7 kat daha

fazla oldugu goriilmektedir.

DUT YAPRAGI
100,00
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60,00
40,00
20,00

0,00

ye dy50e dy60e dy70e dy80e dy90e
Ornekler

% Protein

Sekil 4.4: Dut yaprag: protein ekstraktlarinin % ¢oziiniir protein degerleri.

Dut ve dut yapragi ornekleri birbirleriyle kiyaslandiginda 1sil islem uygulamasinin
protein miktarina olan etkisinin dut Orneklerinde daha fazla oldugu, dut yapragi

ekstraktlarinin 1s1l igleme daha dayanikli oldugu goriilmektedir (P<0.05).

Genel olarak literatiirde protein ekstrakti eldesi ile alakali yapilan ¢aligmalarda elde
edilen ekstraktin protein orant %60-90 arasinda oldugunda protein konsantresi olarak
tanimlanirken; protein orant % 90 ve daha iizerinde oldugunda protein izolati olarak
tanimlanmaktadir. Yapilan ¢aligmanin sonuglarina bakilacak olursa 1s1l islem uygulanmayan
ve 50 °C’de isitilarak ekstrakte edilen dut oOrneklerinin protein konsantresi olarak
degerlendirilebilecegi goriilmektedir. Dut yapragi orneklerine bakildiginda ise biitiin 1s1l
islem uygulanan 6rneklerin protein konsantresi ve 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin protein

1zolat1 olarak degerlendirilebilecegi anlagilmistir.

Nohut ve kuru fasulye ile yapilan bir ¢alismada kuru baklagillerin pisirilmesi neticesinde
protein miktarlarinda azalma oldugu goriilmiistiir. Buna sebep olan etmenin ise pisirme
sirasinda suda ¢oziilebilir katilarda meydana gelen kayiplar olabilecegi belirtilmistir (Wang

vd., 2010).
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Is1l islem uygulamasinin protein miktarina olan etkisinin arastirildig1 bir calismada seftali
ornekleri 46°C’ de sicak hava ile muamele edilmis ve 44 saat boyunca protein degerleri
Olclilmiistiir. Sonug olarak 1sitmanin baslangicinda ¢oziiniir protein miktarinin bir miktar
arttig1 ancak zamanla istatistiksel derecede (% 40 oraninda) azalma oldugu belirtilmistir
(Zhou vd., 2015).

Yapilan calismanin sonuglar literatiirle kiyaslandiginda benzer bir durum oldugu
gorinmektedir. Dut ve dut yapragr protein ekstraktlarma bakildiginda 1sil islem
uygulanmayan ve 50 °C’de sitilarak ekstrakte edilen orneklerin ekstraksiyon verimi ¢ok
yiiksekken sicaklik derecesi arttikga bu verimin diistiigii goriilmektedir. Bu durumun nedeni,
1sitma  sirasinda suda ¢oOzlinen proteinlerde meydana gelen kayiplar olabilecegi

diistiniilmektedir.

4.4. Protein Hidrolizasyon Veriminin Belirlenmesi
4.4.1. Enzim secimi

Dut ve dut yapragi protein ekstraktlarinin hidroliz reaksiyonunun optimizasyonunda
kullanilacak uygun enzimi belirleyebilmek amaciyla dort farkli enzim (pepsin, tripsin,
kimotripsin ve alkalaz) kullanilarak hidroliz etkinlikleri belirlenmistir.

Ayrica biitlin protein ekstratlarina 6n deneme yapmak yerine, Bolim 4.3.Protein
Ekstraksiyon Veriminin Belirlenmesi kisminda hesaplanan protein ekstraksiyon verimi en
yiiksek ornekler (1s1l islem uygulanmayan ve 50°C’de 1s1l islem uygulanan dut- dut yapragi
protein ekstraktlari) segilerek enzimatik hidroliz bu 6rneklere uygulanmis ve elde elde edilen
sonuglar Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4: Farkli Enzimlerle Hidrolize Edilen Ekstraktlarin Hidrolizasyon Verimleri.

Hidroliz Sartlan Dut Dut Yaprag
Uygulanan pH  Sicaklik | Secilen Secilen  ABS-507 nm
Enzim (C°) Ornek  ABS-507 nm | Ornek
Pepsin 2.1 37 0.439+0.016° 0.600+0.0012
Tripsin 7.8 37 dh 0.255+0.006° dyh 0.136+0.001¢
Kimotripsin 7.8 37 0.106:0.006 0.086+0.0019
Alkalaz 8.0 50 0.154+0.003° 0.233+0.002¢
Pepsin 2.1 37 0.338+0.001° 0.460+0.003°
Tripsin 7.8 37 d50h  0.182+0.006% | dy50h  0.125+0.001f
Kimotripsin 7.8 37 0.105+0.000° 0.070+0.000"
Alkalaz 8.0 50 0.243+0.003¢ 0.345+0.002°

Sonuglar; ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1
ifade etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme; dh: 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin protein hidrolizati, d50h:
50°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati Dut yapragi orneklerine ait isimlendirme; Dyh: 1sil islem
uygulanmayan 6rnegin protein hidrolizati, dy50h: 50°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati
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Farkli enzimlerle hidrolize edilen dut ekstraktlarinin hidrolizasyon verimlerine ait Sekil
4.5 incelendiginde 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin en yliksek oranda pepsin enzimiyle
hidrolize oldugu ve en diisiik kimotripsin enzimiyle hidrolize oldugu goriilmektedir. 50°C’de
1s1l islem uygulanan 6rnegin sonuglarina bakildiginda ise diger drnekle benzer sekilde en

yiiksek oranda pepsin enzimiyle ve en diisiik oranda kimotripsin enzimiyle hidrolize oldugu

gorilmektedir.
DUT
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(-) : 151l islem uygulanmadi

Sekil 4.5: Farkli Enzimlerle Hidrolize Edilen Dut Ekstraktlariin Hidrolizasyon Verimleri.

Dut yapragi ekstraktlarinin hidrolizasyon verimlerine ait Sekil 4.6 incelendiginde ise dut
ornegiyle benzer sekilde 1sil islem uygulanmayan Ornegin en yiiksek oranda pepsin
enzimiyle ve en diisiik kimotripsin enzimiyle hidrolize oldugu goriilmektedir. 50°C’de 1s1l
islem uygulanan 6rnegin sonuglarina bakildiginda ise diger 6rnekle benzer sekilde en yiiksek
oranda pepsin enzimiyle ve en diisiik oranda kimotripsin enzimiyle hidrolize oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.6: Farkli Enzimlerle Hidrolize Edilen Dut Yaprag: Ekstraktlariin Hidrolizasyon
Verimleri.

Pepsin, kimotripsin ve tripsin enzimleri genellikle insanlarda gida proteinlerinin
gastrointestinal bozulmasini simiile etmek icin kullanilir. Yapilan bir¢ok ¢alismaya
bakildiginda bitki protein hidrolizatlarinin iiretiminde pepsin kullaniminin diger enzimlerle
kiyaslandiginda daha yiiksek ACE inhibisyon etkinligi gosterdigi bulunmustur (Guang ve
Phillips, 2009).

Bezelye proteinin ACE inhibisyon aktivitesinin aragtirildigi bir ¢alismada mide fazini
simiile etmek i¢in kullanilan pepsin enziminin ACE inhibisyonunda en yiiksek aktivite

saglayan enzim oldugu bulunmustur (Vermeirssen vd., 2004).

Yapilan bir ¢alismada spirulina yosunu 5 farkli enzimle (alkalaz, tripsin, floverzin,
papain, pepsin) hidrolize edilerek peptitlerin ACE inhibisyon aktivitesi arastirilmistir ve

alkalaz enziminin en yiliksek hidroliz derecesi (%20) verdigi bulunmustur (Eroglu, 2014).

Yumurta saris1 proteinine ait peptitlerin cesitli biyolojik aktivitelerinin aragtirildigr bir
calismada peptileri hidrolize etmek amaciyla pepsin enzimi kullanilmis ve elde edilen
peptitlerden 6zellikle bazi fraksiyonlarin ¢ok giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu

bulunmustur (Zambrowicz vd., 2015).

Dut yapragi proteinleri ve hidrolizatlarina gastro-intestinal sindirim simiilasyonu

uygulamasimin antioksidan kapasiteye etkisinin arastirildigi bir ¢alismada dut yapragi
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proteinlerini hidrolize etmek amaciyla pepsin uygulamasinin pankreatin uyuglamasindan

daha iyi sonuglar verdigi bulunmustur (Sun vd., 2018).

Gastrointestinal sindirim sisteminde pepsin-pankreatin sindiriminin serbest aminoasit

icerigini ve toplam serbest aminoasit miktarini arttirdig1 bildirilmistir (Zhu vd., 2008).

Yapilan literatiir taramasiyla kiyaslandiginda; dut ve dut yapragina ait hidrolizatlarin da

benzer sekilde en yiiksek oranda pepsin enzimiyle hidrolize olduklar1 goriillmektedir.

Elde edilen veriler sonucunda en yiiksek etkinlige sahip olan pepsin enzimiyle, biitiin

protein ektstraktlarina hidroliz isleminin yapilmasina karar verilmistir.

4.4.2. Pepsin hidrolizatlarinin toplam serbest amino asit miktarlarimin belirlenmesi

Proteinlerdeki toplam serbest amino asit miktarlari, amino asitlerin fonksiyonel amino
gruplarinin kromofor bir madde (Cd-Ninhidrin) ile boyandiktan sonra belirlenmektedir
(Wallece ve Fox, 1998). Dut ve dut yapragi protein ekstraktlari pepsin enzimiyle hidrolize

edilmis ve bulunan songlar Cizelge 4.5’ te belirtilmistir.

Cizelge 4.5: Pepsinle hidrolize edilen 6rneklerin toplam serbest amino asit miktarlari.

Dut Dut yaprag

. TSAA . TSAA
Ornek (mg Leu/g) Ornek (mg Leu/g)

kd 102.01+£0.19 kdy 200.140.2

dh 253.83+9.5732 dyh 352.9+(.870?
d50h 191.37+0.435P dy50h 266.75+1.740P
d60h 177.8443.916° dy60h 240.91+1.740°
d70h 157.53+3.046¢ dy70h 234.14+0.870¢
ds0h 127.68+0.870¢ dy80h 218.76+1.740¢
d90h 114.45+5.657 dy90h 200.6+5.657°

Sonuglar; ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak
anlaml farklihg: ifade etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme; dh: 1s1l islem uygulanmayan
Ornegin protein hidrolizati, d50h: 50°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, d60h: 60°C’ de
1s1l islem uygulanan ornegin protein hidrolizati, d70h: 70°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein
hidrolizati, d80h: 80°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, d90e: 90°C’ de 1si1l islem
uygulanan érnegin protein hidrolizati, kd: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan). Dut yapragi 6rneklerine
ait isimlendirme; dyh: 1sil islem uygulanmayan 6rnegin protein hidrolizati, dy50h: 50°C’ de 1s1l islem
uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, dy60h: 60°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati,
dy70h: 70°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizat: dy80h: 80°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin
protein hidrolizat: dy90h: 90°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, kdy: kuru 6rnek (higbir
islem uygulanmayan).

Dut protein ekstraktlarinin pepsin enzimiyle muamelesi sonucu meydana gelen

hidrolizatlara ait toplam serbest amino asit miktarlarini gosteren Sekil 4.7 incelendiginde en
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yiiksek amino asit miktarinin 1s1l islem uygulanmayan hidrolizata ait oldugu goériilmektedir.
Isil islem uygulanan O6rneklerle kiyaslandiginda sicaklik siddeti arttitkca amino asit
miktariin azaldigi; en yiiksek 50°C’de ve en diisiikk 90°C’de 1s1l islem uygulanan 6rnege ait
oldugu goriilmektedir. Higcbir islem uygulanmayan kuru dut 6rnegi ile kiyaslandiginda
hidroliz isleminin biitiin 6rneklerde toplam serbest amino asit miktarini istatistiksel derecede

arttirdig1 goriilmektedir (P<0.05).
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Sekil 4.7: Pepsinle hidrolize edilen dut 6rneklerinin toplam serbest amino asit miktarlari.

Dut yapragi orneklerine ait toplam serbest amino asit miktarlarin1 gosteren Sekil 4.8
incelendiginde dut 6rnekleriyle benzer sekilde en yliksek amino asit miktariin 1s1l iglem
uygulanmayan hidrolizata ait oldugu goriilmektedir. Isil islem uygulanan dut yapragi
ornekleri kendi aralarinda kiyaslandiginda sicaklik siddeti arttik¢a amino asit miktarinin
azaldigi; en yiiksek 50°C’de ve en diisikk 90°C’de 1s1l islem uygulanan 6rnege ait oldugu
goriilmektedir. Hicbir islem uygulanmayan kuru dut yapragi ornegi ile kiyaslandiginda
hidroliz isleminin biitiin 6rneklerde toplam serbest amino asit miktarini istatistiksel derecede
arttirdig goriilmektedir (P<0.05). Sadece 90°C’ de 1s1l islem goren 6rnegin serbest amino
asit miktar1 ile kuru dut yapragi 6rneginin sonuglarinin istatistiksel olarak benzer oldugu

belirlenmistir (P<0.05).
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Sekil 4.8: Pepsinle hidrolize edilen dut yapragi 6rneklerinin toplam serbest amino asit

miktarlari.

Sigir serum alblimini (BSA) {izerine tripsin ile hidroliz yapilmadan once farkli
derecelerde 1s1l islem ile muamele edilerek bu islemin hidroliz ve peptit salinimi iizerine
etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada protein ¢ozeltilerinin 75 °C ve iizerinde 1s1l islemin
hidroliz siirecini tyilestirdigi ve 1sil islem uygulamasinin, salinan peptitlerin sayisini ve
miktarin arttirdig bildirilmistir (Arrutia vd., 2016). Bu ¢alisma ile benzer sekilde yapilan
tez caligmasinda elde edilen sonuglara gore kuru orneklerle kiyaslandiginda dut ve dut
yapragi Orneklerine 50 °C‘de 1sil islem uygulamasinin hidroliz verimini arttirdigt

gorilmektedir.

Dut yapragi proteinleri ve hidrolizatlarinin antioksidan aktivitesinin arastirildigi bir
calismada hidrolizatlarin toplam serbest aminoasit miktarlar1 820.10+£6.02 mg/g ornek
olarak bulunmustur (Sun vd., 2018). Bu sonuglar ile kiyaslandiginda yapilan tez
caligmasindaki dut yapragi hidrolizatlarinin amino asit miktar1 daha diisiik bulunmustur. Bu
durumun sebebi, Sun vd., (2018)’ nin yaptig1 calismada her bir amino asit igeriginin ayr1 ayri
tespit edildikten sonra toplam icerik hesaplanirken, yaptigimiz tez calismasinda 16sin
standard1 kullanilarak amino asit igerigi bulunmustur. Bu durumda hidrofobik-
nonhidrofobik yapilar ve basgka zincir dizilimleri sebebiyle amino asit i¢eriginin daha diisiik

olabilecegi diisliniilmektedir.
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4.5. ACE inhibisyon Aktivitesi
4.5.1. Dut ve dut yaprag protein ekstraktlarinin ACE inhibisyon aktivitesi

Dut ve dut yapragi protein ekstraktlari, 1s1l islem uygulanmayan kuru 6rnekler ve pozitif
kontrol 6rnegine ait % ACE inhibisyon aktivitesi sonuglar1 Cizelge 4.6’ da gosterilmistir.

Cizelge 4.6: Dut ve dut yapragi protein ekstraktlarinin % ACE inhibisyon degerleri.

Dut Dut yaprag
Ornek ACE inhibisyon aktivitesi (%) | Ornek ACE inhibisyon aktivitesi (%)

kd 10.91+0.43¢ kdy 43.64+0.42°

de 82.35+0.67° dye 66.06:£0.39°
d50e 86.000.36° dy50e 69.66£0.09°
d60e 76.68+0.36° dy60e 62.82+0.88°
d70e 78.26+1.343 dy70e 44.13+0.01°
d80e 58.85+0.59" dy80e 32.93+0.66¢
d90e 40.53+0.67° dy90e 11.71+0.3¢

cap 87.28+0.02° cap 87.28+0.022

Sonuglar; ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak
anlaml farklilig: ifade etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmustir;
de: 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin protein ekstrakti, d50e: 50°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein
ekstrakti, d60e: 60°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, d70e: 70°C’ de 1s1l islem uygulanan
Ornegin protein ekstrakti d80e: 80°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti d90e: 90°C” de 1s1l
islem uygulanan Ornegin protein ekstrakti kd: kuru 6rnek (higbir iglem uygulanmayan) Dut yapragi
orneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmustir; dye: 1sil islem uygulanmayan ornegin protein
ekstrakti, dy50e: 50°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, dy60e: 60°C’ de 1s1l islem
uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, dy70e: 70°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti dy80e:
80°C’ de 151l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti dy90e: 90°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein
ekstrakti kdy: kuru ornek (hi¢bir islem uygulanmayan) Pozitif kontrol 6rnegi cap: captopril olarak
isimlendirilmistir.

Dut protein ekstraktlarinin % ACE inhibisyon aktivitesinin belirtildigi Sekil 4.9
incelendiginde; tizerinde higbir islem yapilmayan kuru dut 6rneginin % ACE inhibisyon
oraninin (% 10.91+0.43) protein ekstraktlarina gore istatistiksel olarak diisiik oldugu ve en
yiksek ACE inhibisyon oraninin dut 6rneklerinden 50°C 1sil islem uygulanan protein
ekstraktinda (% 86.00+0.36) oldugu goriilmektedir. Ayrica captopril 6rnegi (% 87.28+0.02)
ile kiyaslandiginda de, d50e, d60e, d70e Orneklerinin %ACE inhibisyon degerlerinin
istatistiksel olarak farkli olmadig1 ve dolayisiyla antihipertansif 6zelligin yiiksek oldugu
goriilmistiir. Dut Orneklerine 1s1l islem uygulamasinin % ACE inhibisyonu iizerinde

istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.9: Dut protein ekstraktlarinin ACE inhibisyon aktivitesi degerleri.

Protein ekstraksiyonu yapilan dut yapragi orneklerinde en yiiksek ACE inhibisyon
oraninin dye, dy50 ve dy60 6rneklerinde oldugu ve dolayisiyla bu 6rneklerin antihipertansif
ozelliginin yiliksek oldugu goriilmektedir. Sicaklik arttikga ACE inhibisyon etkisinin
azaldig1 ve 90°C’de ekstrakte edilen dut yapragi 6rneginin % ACE inhibisyon oraninin (%
11.71+£0.3%) diger o6rneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu bulunmustur. Sonug
olarak dut yapragi Orneklerine 1s1l islem uygulamasinin % ACE inhibisyonu iizerinde

istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.10: Dut yaprag protein ekstraktlarinin ACE inhibisyon aktivitesi degerleri.

Yapilan bir ¢alismada suyla ekstrakte edilen hardal (Sinapis alba L.) tanelerinin
ekstraksiyon sicakligini 20°C’den 60°C’ye ¢ikarmanin ACE inhibisyon aktivitesini 6nemli
diizeyde arttirdigi (%25-30) bulunmustur (Yuk vd., 2000).

Wakame yosununun ACE inhibisyon etkisinin in vivo sartlarda arastirildig: bir ¢alismada
proteinlerin ekstraksiyonunu saglamak amaciyla 20 dakika boyunca sicak su uygulamasi
yapilmis ve 10 peptit diziliminin en yliksek aktivite gosterdigi bulunmustur (Suetsuna vd.,

2004).

10 ¢esit mantar tliriinde bulunan peptitlerin saflastirilak ACE inhibisyon aktivitesinin
incelendigi bir ¢alismada 100°C ve 25°C’de suyla ekstrakte edilen proteinlerden 25°C’de

muamele géren mantarlarin daha yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur (Choi vd., 2001).

Yaptigim calismanin sonuglarina bakilacak olursa literatiirle benzerlik gostererek, diisiik
sicakliklarda 1sitilarak ekstrakte edilen dut ve dut yapragi 6rneklerinin % ACE inhibisyon
degerlerinin arttig1, ancak yiiksek sicakliklarda 1sitilarak ekstrakte edilen orneklerin ise %

ACE inhibisyon degerlerinin diistiigii belirlenmistir (P<0.05).
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4.5.2. Dut ve dut yaprag protein hidrolizatlarinin ACE inhibisyon aktivitesi

Dut ve dut yapragi protein hidrolizatlari, 1s1l islem uygulanmayan kuru 6rnekler ve pozitif
kontrol 6rnegine ait % ACE inhibisyon aktivitesi sonuclar1 Cizelge 4.7° de gosterilmistir.

Cizelge 4.7: Dut ve dut yapragi protein hidrolizatlarinin % ACE inhibisyon degerleri.

Dut Dut yaprag
Ornek ACE inhibisyon aktivitesi (%) | Ornek ACE inhibisyon aktivitesi (%6)
kd 10.91+0.43¢ kdy 43.64+0.42f
dh 75.79+0.33° dyh 85.24+0.21°
d50h 76.02+0.32° dy50h 85.43+0.36°
d60h 61.73+0.00° dy60h 69.31+0.21°
d70h 47.27+3.76¢ dy70h 67.17+0.74°
d8oh 39.11+0.08° dy80h 69.53+0.03¢
d9oh 34.41+0.32f dy90h 61.90+£0.24°
cap 87.28+0.02° cap 87.28+0.022

Sonuglar; ortalama+tstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak
anlaml farklilig1 ifade etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmistir;
dh: 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin protein hidrolizati, d50h: 50°C’ de 1si1l islem uygulanan 6rnegin
protein hidrolizati, d60h: 60°C’ de 1sil islem uygulanan érnegin protein hidrolizati, d70h: 70°C” de 1sil
islem uygulanan 6rnegdin protein hidrolizati, d80h: 80°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati,
do0h: 90°C’ de 1sil islem uygulanan Ornegin protein hidrolizati, kd: kuru o6rnek (higbir islem
uygulanmayan). Dut yapragi orneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmistir; dyh: 1si1l islem
uygulanmayan 6rnegin protein hidrolizati, dy50h: 50°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati,
dy60h: 60°C’ de 1si1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, dy70h: 70°C” de 1s1l islem uygulanan
Ornegin protein hidrolizati dy80h: 80°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati dy90h: 90°C’
de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, kdy: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan). Pozitif
kontrol 6rnegi cap: captopril olarak isimlendirilmistir.

Dut protein hidrolizatlariin % ACE inhibisyon aktivitesinin belirtildigi Sekil 4.11
incelendiginde; lizerinde higbir igslem yapilmayan kuru dut 6rneginin % ACE inhibisyon
oraninin (% 10.91+0.43) protein hidrolizatlarina gore istatistiksel olarak diigiikk oldugu
goriilmektedir. Protein hidrolizasyonu yapilan dut 6rneklerine bakildiginda en yiiksek ACE
inhibisyon oraninin dh ve dh50 6rneklerinde (% 75.79+0.33 ve 76.02+0,32) oldugu ve bu
orneklerin antihipertansif 6zelliginin yiiksek oldugu goriilmektedir. Sicaklik arttik¢a ACE
inhibisyon etkisinin azaldig1 ve 90°C’de hidrolize edilen dut 6rneginin % ACE inhibisyon

oraninin (% 34.41+0.32) diger 6rneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu bulunmustur.

Uzerinde higbir islem uygulanmayan kuru dut Ornegi ile kiyaslandiginda dut
hidrolizatlarina 1s1l islem uygulamasinin % ACE inhibisyonu iizerinde istatistiksel olarak

onemli oldugu bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.11: Dut protein hidrolizatlarinin % ACE inhibisyon aktivitesi.

Dut yaprag: protein hidrolizatlarinin ACE inhibisyon aktivitesinin belirtildigi Sekil 4.12
incelendiginde; lizerinde higbir islem yapilmayan kuru dut yapragi orneginin % ACE
inhibisyon oranimnin (% 43.64+0.42) protein hidrolizatlarina gore istatistiksel olarak diisiik
oldugu goriilmektedir. Protein hidrolizasyonu yapilan dut yaprag: érneklerine bakildiginda
en yiiksek ACE inhibisyon oraninin dyh (% 85.24+0.21) ve dy50h (% 85.43+0.36)
orneklerinde oldugu ve pozitif kontrol O6rnegi olan captopril (% 87.28+0.02)
kiyaslandiginda sonuglar arasinda istatistiksel olarak farklilik olmadigi dolayisiyla
antihipertansif 6zelliginin yiliksek oldugu goriilmektedir. Sicaklik arttikca ACE inhibisyon
etkisinin azaldig1 ve 90°C’de hidrolize edilen dut yapragi o6rneginin % ACE inhibisyon
oraninin (% 61.90+0.24) diger 6rneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu bulunmustur.
Higbir islem uygulanmayan kuru 6rnek ile kiyaslandiginda dut yapragi hidrolizatlarina 1s1l
islem uygulamasmin % ACE inhibisyonu iizerinde istatistiksel olarak onemli oldugu

bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.12: Dut yapragi protein hidrolizatlarinin % ACE inhibisyon aktivitesi.

Deve siitiiniin Lactobacillus helveticus ile fermentasyonu sonucu ACE inhibisyon
aktivitesinin arastirildigi bir c¢aligmada 100 °C’de 20 dakika boyunca 1si1l islem
uygulamasinin inhibisyon aktivitesinde kayip olusturmadigi ancak 110 °C’de 60 dakika
boyunca uygulanan 1sil islem sonrasinda % 50 oraninda aktivite kaybi olustugu tespit
edilmistir (Quan vd., 2008).

Peynir alti suyu protein hidrolizatlarina uygulanan 1sil islem ve enzimatik hidroliz
islemlerinin antihipertansif aktivite lizerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada 65 °C’de
151l islem gérmiis izolatlarin ACE inhibitorii aktivitesinin 95 °C’de 1s1itma ile kiyaslandiginda

daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Da Costa vd., 2007).

Literatiirle benzer sekilde dut ve dut yapragi protein hidrolizatlarina 1s1l islem
uygulamasinin ACE inhibisyon aktivitesi tizerinde istatistiksel olarak etkisinin oldugu ancak
yiiksek sicakliklara ¢ikildikca aktivitenin azaldigi goriilmektedir. Aktivitedeki bu farkliligin
sebebi protein izolatlarindaki yapisal degisikliklerin indiiklenmesiyle agiklanabilir. Sicaklik
50 °C ve civarinda iken protein yapisinda bulunan hidrofobik kiimelerin varligiyla
karakterize edilen yapilardaki katlanmalar acilir ve proteinlerin hidrolizi sirasinda
enzimlerin bu bolgelere ulasarak aktivite gdstermesine olanak tanir. Ancak sicaklik 90 °C
ve civarina ulastiginda yiiksek molekiil agirlikli, ¢oziinmez yapilar olusur ve bu durum

biyoaktivitede kayiplara sebep olur (Hirose, 1993 ; La Fuente vd., 2002).

57



4.5.3. Dut ve dut yaprag protein fraksiyonlarmin (MA < 10 kDa ve MA < 3kDa) ACE
inhibisyon aktivitesi

Enzimatik hidrolizden elde edilen protein hidrolizatlarina 10 kDa ve 3 kDa membran
filtreleri kullanilarak farkli molekiil biiyiikliigiinde fraksiyonlar elde edilmistir.

4.5.3.1. 10 kDa alt1 fraksiyonlarin (MA < 10kDa ) ACE inhibisyon aktivitesi

Dut ve dut yapragi protein hidrolizatlarinin 10 kDa’dan kiigiik fraksiyonlarini elde
edebilmek i¢in ultrafiltrasyon teknigi kullanilmis ve drneklerin % ACE inhibisyon aktivite
degerleri Cizelge 4.8°de belirtilmistir.

Cizelge 4.8: MA <10 kDa olan dut ve dut yapragi protein fraksiyonlarinin % ACE
inhibisyon degerleri.

Dut Dut yaprag

Ornek  ACE inhibisyon aktivitesi (%) | Ornek  ACE inhibisyon aktivitesi (%)
kd 10.91+0.439 kdy 43.64+0.42°
dh10 71.55+0.05° dyh10 82.43+0.65%
d50h10 49.63+1.71° dy50h10 77.6+0.87%
d60h10 41.72+3.73¢ dy60h10 71.59+2.61%
d70h10 41.42+0.27¢ dy70h10 69.00:£0.37°
d80oh10 36.77+0.43¢ dy80h10 71.75+0.41%
dooh10 32.12+1.52f dy90h10 54.14+1.80°
cap 87.28+0.02% cap 87.28+0.022

Sonuglar; ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak
anlaml farklilig1 ifade etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmustir;
dh10: 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin MA<10kDa fraksiyonu, d50h10: 50°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin
MA<10kDa fraksiyonu, d60h10: 60°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin MA<10kDa fraksiyonu, d70h10:
70°C” de 1s1l iglem uygulanan 6rnegin MA<10kDa fraksiyonu, d80h10: 80°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin
MA<10kDa fraksiyonu, d90h10: 90°C’ de 1sil islem uygulanan 6rnegin MA<10kDa fraksiyonu, kd: kuru
ornek (higbir islem uygulanmayan). Dut yaprag: orneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmustir;
dyh10: 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin MA<10kDa fraksiyonu, dy50h10: 50°C” de 1s1l islem uygulanan
ornegin MA<10kDa fraksiyonu, dy60h10: 60°C’ de 1si1l islem uygulanan 6rnegin MA<10kDa fraksiyonu,
dy70h10: 70°C’ de 1sil islem uygulanan 6rnegin MA<10kDa fraksiyonu, dy80h10: 80°C’ de 1sil islem
uygulanan 6rnegin MA<10kDa fraksiyonu, dy90h10: 90°C’ de 1sil islem uygulanan 6rnegin MA<10kDa
fraksiyonu, kdy: kuru 6rnek (hi¢bir islem uygulanmayan). Pozitif kontrol 6rnegi cap: captopril olarak
isimlendirilmistir.

Molekiil agirligi 10 kDa’dan kiiglik dut protein fraksiyonlarinin % ACE inhibisyon
aktivitesinin belirtildigi Sekil 4.13 incelendiginde; lizerinde hicbir islem yapilmayan kuru
dut 6rneginin % ACE inhibisyon oraninin diger orneklere gore istatistiksel olarak diisiik
oldugu goriilmektedir. Fraksiyonlarina ayrilan dut 6érneklerine bakildiginda en yiiksek ACE
inhibisyon oranmin dhl0 o6rneginde oldugu goriilmektedir. Sicaklik uygulanan 6rnekler

arasinda sicaklik arttikca ACE inhibisyon etkisinin azaldig1 ve 90°C’de hidrolize edilen dut
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orneginin % ACE inhibisyon oraninin diger 6rneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu
bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.13: MA <10kDa olan dut protein fraksiyonlarinin % ACE inhibisyon aktivitesi.

Molekiil agirligi 10 kDa’dan kiigiik olan dut yapragi protein fraksiyonlarinin % ACE
inhibisyon aktivitesinin belirtildigi Sekil 4.14 incelendiginde ise; iizerinde higbir islem
yapilmayan kuru dut yapragi oérneginin % ACE inhibisyon oraninin fraksiyonlarina ayrilan
orneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu, sadece 90°C” de 1s1l islem gormiis 6rnegin
fraksiyonuyla benzer sonuglar icerdigi goriilmektedir. Fraksiyonlarina ayrilan dut yaprag:
orneklerine bakildiginda dyh10, dy50h10, dy60h10, dy70h10, dy80h10 6rneklerinin ACE
inhibisyon oranlarinin istatistiksel olarak benzer oldugu ve pozitif kontrol 6rnegi olan
captopril ile kiyaslandiginda sonuglar arasinda istatistiksel olarak farklilik olmadig
dolayisiyla antihipertansif 6zelliginin yiiksek oldugu goriilmektedir. Sicaklik arttikca ACE
inhibisyon etkisinin degismedigi, ancak 90°C’de 1s1l islem goren dut yapragi 6rneginin %
ACE inhibisyon oraninin diger 6rneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu bulunmustur
(P<0.05).

59



DUT YAPRAGI

Al

kdy dyh10 dy50h10 dy60h10 dy70h10 dy80h10 dy90h10 cap
Ornekler

100

[}
o

(2]
o

N
o

o

ACE inhibisyon aktivitesi (%)
I
o

Sekil 4.14: MA <10kDa olan dut yapragi protein fraksiyonlarinin % ACE inhibisyon

aktivitesi.

4.5.3.2. 3kDa alt1 fraksiyonlarin (MA <3 kDa ) ACE inhibisyon aktivitesi

Pepsinle hidrolize edilen dut ve dut yapragi protein hidrolizatlarinin 3 kDa membran
kullanilarak fraksyonlarina ayrilmasi sonucu elde edilen % ACE inhibisiyon degerleri
Cizelge 4.9°da belirtilmistir.

Cizelge 4.9: MA <3 kDa olan dut ve dut yapragi protein fraksiyonlarinin % ACE
inhibisyon degerleri.

Dut Dut Yaprag
Ornek ACE inhibisyon aktivitesi (%) | Ornek ACE inhibisyon aktivitesi (%)
kd 10.91+0.43¢ kdy 43.64+0.42f
dh3 85.24+0.77" dyh3 78.74+0.29%
d50h3 75.43+0.21° dy50h3 76.28+0.23°
d60h3 69.31+0.00¢ dy60h3 79.48+0.22°
d70h3 67.17+0.28° dy70h3 77.63+0.11°°
ds8oh3 69.53+0.70¢ dy80h3 72.81+2.78¢
dooh3 61.90:0.00 dy90h3 66.58+0.86°
cap 87.28+0.02* cap 87.28+0.022

Sonuglar; ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade
etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmistir; dh3: 1sil islem uygulanmayan 6rnegin MA<3kDa
fraksiyonu, d50h3: 50°C* de 1s1l igslem uygulanan ornegin MA<3kDa fraksiyonu, d60h3: 60°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin
MA<3kDa fraksiyonu, d70h3: 70°C’ de 1sil islem uygulanan 6rnegin MA<3kDa fraksiyonu, d80h3: 80°C’ de 1s1l iglem uygulanan
ornegin MA<3kDa fraksiyonu, d90h3: 90°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin MA<3kDa fraksiyonu, kd: kuru 6rnek (higbir islem
uygulanmayan). Dut yapragi 6rneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmustir; dyh3: 1sil igslem uygulanmayan ornegin
MA<3kDa fraksiyonu, dy50h3: 50°C’ de 1sil islem uygulanan 6rnegin MA<3kDa fraksiyonu, dy60h3: 60°C’ de 1s1l islem uygulanan
ornegin MA<3kDa fraksiyonu, dy70h3: 70°C’ de 1sil islem uygulanan 6rnegin MA<3kDa fraksiyonu, dy80h3: 80°C’ de 1s1l islem
uygulanan érnegin MA<3kDa fraksiyonu, dy90h3: 90°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin MA<3kDa fraksiyonu, kdy: kuru 6rnek (higbir
islem uygulanmayan). Pozitif kontrol 6rnegi cap: captopril olarak isimlendirilmistir.
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Molekiil agirligi 3 kDa’dan kiigiik olan dut protein fraksiyonlarinin % ACE inhibisyon
aktivitesinin gosterildigi Sekil 4.15 incelendiginde; {izerinde higbir islem yapilmayan kuru
dut 6rneginin % ACE inhibisyon oranmin diger orneklerle kiyaslandiginda istatistiksel
olarak ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir. Fraksiyonlarina ayrilan dut 6rneklerine bakildiginda
en yiiksek ACE inhibisyon oraninin dh3 6rneginde oldugu goriilmektedir. Sicaklik arttikca
ACE inhibisyon etkisinin azaldigi ve 90°C’de hidrolize edilen dut 6rneginin % ACE
inhibisyon oraninin diger O6rneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu bulunmustur

(P<0.05).
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Sekil 4.15: MA <3kDa olan dut protein fraksiyonlarinin % ACE inhibisyon aktivitesi.

Molekiil agirlign 3 kDa’ dan kiigiik olan dut yaprag: protein fraksiyonlarinin % ACE
inhibisyon aktivitesinin gosterildigi Sekil 4.16 incelendiginde ise; iizerinde higbir islem
yapilmayan kuru dut yapragi 6rneginin % ACE inhibisyon oraninin fraksiyonlarina ayrilan
orneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu goriilmektedir. Fraksiyonlarina ayrilan dut
yapragi Orneklerine bakildiginda 70°C’ ye kadar 1sil islem uygulanan orneklerin ACE
inhibisyon oranlarmin istatistiksel olarak benzer oldugu ve antihipertansif 6zelliginin yiiksek
oldugu goriilmektedir. Sicaklik arttikga ACE inhibisyon etkisinin ciddi oranda degismedigi,
ancak 80°C ve 90°C’de 1s1l islem goren dut yapragi orneklerinin % ACE inhibisyon

oranlarmin diger 6rneklere gore istatistiksel olarak diisiik oldugu bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.16: MA <3kDa olan dut yapragi protein fraksiyonlarinin % ACE inhibisyon

aktivitesi.

Yabani badem proteinlerinde ACE inhibitorii peptitleri tanimlamak icin yapilan bir
calismada 3 kDa’ dan kiiciik fraksiyonlarda ACE-inhibitorii aktivitesi test edilen diger
fraksiyonlardan daha yiiksek bulunmustur (%86.9) (Mirzapour vd., 2017).

Kayis1 ¢ekirdegi hidrolizatlarinda ACE inhibisyon 0zelliklerinin incelendigi bir
calismada 1 kDa’dan kiiclik fraksiyonlardan elde edilen ACE-inhibitorii aktivitesininin diger
fraksiyonlardan daha yiiksek oldugu bulunmustur (ICs0:0.14 mg/mL) (Wang vd,2011).

S1gir kazeini hidrolizatlarinin pepsinle hidrolize edildigi baska bir ¢calismada ise molekiil
agirligi 3 kDa’dan kii¢iik olan hidrolizatlarin diger hidrolizatlara gére 10 kat daha fazla ACE
inhibisyon aktivitesi gosterdigi bulunmustur (Miguel et al.,2009).

Dut orneklerinin fraksiyonlarina bakildiginda 3 kDa altt hidrolizatlarin % ACE
inhibisyon degerlerinin 10 kDa alt1 hidrolizatlarina oranit (dh3/dh10, d50h3/d50h10,
d60h3/d60h10, d70h3/d70h10, d80h3/d80h10, d90h3/d90h10) ortalama 1.6 olarak
bulunmustur. Dolayisiyla literatiirle benzer bir sekilde dut 6rneginde kisa zincirli peptitlerin

etkinliginin uzun zincirlilere gore daha fazla oldugu goriilmektedir.
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Kiigiik molekiil agirlikli fraksiyonlarin daha yiliksek ACE inhibisyon aktivitesi gosterdigi

bilinse de tam tersini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Guang ve Phillips, 2009).

Soya proteinleriyle yapilan bir ¢alismada 10 kDa ve 5 kDa fraksiyonlariyla elde edilen
ACE inhibisyon aktivite sonuglar incelendiginde istatistiksel olarak bir farklilik olmadigi
bulunmustur (Wu ve Ding, 2002).

Dut yaprag1 orneklerine bakildiginda ise 3 kDa alt1 hidrolizatlarin % ACE inhibisyon
degerlerinin 10 kDa alti hidrolizatlarina oraninin ortalama 1.07 oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla aktivite gosteren kisa zincirli peptit sayisiyla uzun zincirli peptit sayis1 benzer

bulunmustur.

Yapilan birgok calismada ACE inhibitor etkisinin hidroliz derecesiyle iliskili oldugu
bildirilmisir (Pihlanto vd., 2010).

ACE inhibisyon aktivitesinin aragtirildigir bir ¢alismada kirmizi ve yesil mercimek
orneklerinin hidroliz islemi Oncesinde aktivite gostermedigi ancak farkli enzimlerle
hidrolize edildikten sonra aktivitenin istatistiksel olarak arttigi belirtilmistir (Barbana ve
Boye, 2011).

% ACE inhibisyon analizi yapilan biitiin dut yapragi o6rneklerinin beraber
degerlendirildigi Sekil 4.18 incelendiginde; dut yapragi ekstraktlari ve hidrolizatlar
birbirleriyle kiyaslandigi durumda hidrolizatlarin ACE inhibisyon aktivitesinin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir.

ACE inhibitorii peptitlerin in vitro aktivitelerinin bilinmesine ragmen bazi ¢aligmalarda
oral alimdan sonra antihipertansif aktivitede basarisiz oldugu belirtilmistir. Tavuk kasinin
ACE inhibisyon etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada proteinlerin thermolysinle sindirilerek
ac1ga cikarilan Phe-Lys-Gly-Arg-Tyr-Tyr-Pro peptitinin in vitro olarak etkinlik gosterdigi
(ICso degeri: 0.55 uM), ancak oral alimda (60 mg/kg BW) aktivite gostermedigi belirtilmistir
(Iroyukifujita vd., 2010).

In vitro ACE inhibitor aktivitesi ile in vivo antihipertansif aktivite arasindaki bu énemli
korelasyon eksikligi, ACE inhibitor peptitlerin biyoyararlanim/kullanilablirligi veya bu
peptitlerden etkilenen ACE inhibisyonu disindaki olasi antihipertansif mekanizmalar ile
aciklanabilir (Vercruysse vd., 2009).

Yaptigimiz caligmasinda hayvan denemesi yapilmasa dahi Orneklerin hidrolize

edilmeden saf haliyle yapilan analizlerinde bu duruma benzer sonuglar bulunmustur. Higbir
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islem uygulanmayan dut ve dut yapragi 6rneklerinin ACE inhibisyon aktivite degerleriyle
(kd: % 10.9140.43 ve kdy: % 43.64+0.42) kiyaslandiginda hidrolizatlarin etkiliginin (dh: %
75.79+0.33 ve dyh: 85.24+0.21) istatistiksel derecede yiiksek oldugu bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.17

: % ACE inhibisyon analizi yapilan biitliin dut 6rneklerinin beraber degerlendirilmesi.

65




% ACE inhibisyonu

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

ab

dy

DUT YAPRAGI

ab ab

o
o
Q.
@D
—

abcd abcd
=
defg

abcde

bcdef

H

abcde Tefg cdef

defg fg

«

TR
I S,

UL AT T ]

=

dy50 dy60 dy70 dy80 dy90

Ornekler
® % ACE (Protein Ekstrakti) m % ACE (Protein Hidrolizat1)

% ACE (3 kDa alt1 fraksiyon) =% ACE (10 kDa alt1 fraksiyon

kdy

cap

Sekil 4.18: % ACE inhibisyon analizi yapilan biitiin dut yapragi 6rneklerinin beraber degerlendirilmesi.
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4.5.4. 1Cs0 degerinin belirlenmesi

Literatlirde yapilan ¢aligmalara bakilacak olursa ACE inhibitorii maddelerin etkinlikleri

kiyaslanirken ICso degerleri kullanilmaktadir.

Dut ve dut yaprag: hidrolizatlarinin 1C5q degerlerini belirleyebilmek amaciyla % ACE
inhibisyon aktivitesi en yliksek Ornekler (d50h ve dy50h) kullanilmis ve 6rnekler farkli
oranlarda seyreltilerek (1/5 — 1/10 — 1/25 — 1/50 — 1/75 — 1/100 — 1/125)(mg 6rnek/ mL su)

ACE inhibisyon aktiviteleri ve protein degerleri 6lglilmiistiir.

4.5.4.1. Dut 6rneginin (d50h) ICs5, degerinin belirlenmesi

Dut Orneklerinden d50h Ornegine ait protein konsantrasyonuna karsilik % ACE
inhibisyon aktivitesini ifade eden grafik Sekil 4.19” da gosterilmistir.

Grafige ait elde edilen denkleme (Denklem 4.1) gore dut 6rnegi i¢in ACE’nin %50’sini

inhibe edebilecek protein konsantrasyonunun 0.061 mg/mL oldugu bulunmustur.

% ACE inhibisyon aktivitesi = 51.038Inx (protein konsantrasyonu) + 192.61 (Denklem
4.1)

DUT
(d50h) y =51,038In(x) + 192,61
R2=0,9783
100
=
g 80
z e o
L —
= e
o= ...
= 40 °
S &
e 20 o
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Protein icerigi (mg/mL)

Sekil 4.19: Dut 6rneginin (d50h) ICso degerinin belirlenmesine ait grafik.
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4.5.4.2. Dut yaprag: 6rneginin (dy50h) ICso degerinin belirlenmesi

Dut yapragi 6rnegine bakildiginda yapilan islemler sonucunda protein konsantrasyonuna
bagli % ACE inhibisyon aktivitesini gosteren denklem (Denklem 4.2) asagidaki gibi

bulunmustur.

% ACE inhibisyon aktivitesi = 26.537Inx (protein konsantrasyonu) + 109.21 (Denklem
4.2)

Elde edilen denkleme gore dut yaprag: 6rnegi i¢cin ACE’nin %50’sini inhibe edebilecek
protein konsantrasyonunun 0.107 mg/mL oldugu bulunmustur (Sekil 4.20).

DUT YAPRAGI - 56 5371n(x) + 109,21
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Sekil 4.20: Dut yapragi 6rneginin (dy50h) 1Cso degerinin belirlenmesine ait grafik.

Dut (Morus spp.) yapragi ekstraktlarinin damar genisletici (vasodilator) etkisinin
arastirildigi bir ¢aligmada anjiotensin I-indiikleme konsantrasyonunun (ECsp) 25 pg/mL

oldugu ve bu degerin captopril ile benzerlik gosterdigi bulunmustur (Pothinuch vd., 2017).

Gammaaminobiitirik asit (GABA) igeren suyla ekstrakte edilmis dut yapraklariyla
yapilan bir ¢aligmada ratlar tizerinde anitihipertansif etki arastirllmis ve ACE-inhibisyon
aktivitesi (ICso) 29.8 mg/mL degerinde bulunmustur. Ayrica makalenin hipotezi, dut

yapraginda antihipertansif etkinin tamaminin GABA’dan kaynaklandigma yonelik
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kurulmustur ve eger boyleyse sadece GABA verilen ratlarla sadece dut yapragi verilen (ikisi
de aym1 oranda GABA igeriyor) ratlarda ayni oranda antihipertansif etkinin olmasi
bekleniyor ancak sonug olarak yliksek doz dut yaprag: ekstrakti verilen ratlarda ayni doz saf
GABA verilene gore antihipertansif etkinin daha yiliksek oldugu bulunmustur. Béylece dut
yapraginda antihipertansif etkinin GABA’dan baska mekanizmalarla da aciklanabilecegi
belirtilmistir (Yang vd., 2012). Yapilan bu ¢alismanin sonuglarina gére ACE-inhibitorii
peptitlerin antihipertansif etkiyi agiklamada daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Skate (Raja Kenojei) bitkisinin farkli enzimlerle hidrolizasyona tabi tutularak ACE
inhibisyonunun arastirildig1 bir calismada iki amino asit sekansi saflastirilarak 1Cs, degerleri

95 uM ve 148 uM olarak bulunmustur (Lee vd., 2011).

4.6. Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

4.6.1. ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6- sulfonik asit)) radikal katyonlarim
siipiirme analizi

4.6.1.1. Dut ve dut yaprag: protein ekstraktlarinin ABTS antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi

Dut ve dut yapragi protein ekstraktlarinin ABTS antioksidan aktivite analiz sonuglari
Cizelge 4.10° da belirtilmistir.

Cizelge 4.10: Dut ve dut yaprag: protein ekstraktlarinin abts antioksidan aktivitesi

degerleri.
Dut Dut Yaprag
i} ABTS ) ABTS
Ornek Antioksidan Aktivitesi (% Ornek  Antioksidan Aktivitesi (%
inhibisyon) inhibisyon)
kd 17.277+0.555" kdy 44.830+0.2789
de 20.065+0.6479 dye 93.987+0.370°
d50e 22.614+0.000" dy50e 91.111+0.370°
d60e 31.438+0.647° dy60e 84.575+0.739¢
d70e 37.516+0.185¢ dy70e 83.399+0.370¢
d80e 44.183+0.370° dy80e 82.418+0.277°
d90e 59.150+0.092° dy90e 78.889+0.647
aa 98.691+0.000? aa 98.691+0.000?

Sonuglar; ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade
etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmigtir; de: 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin protein
ekstrakti, d50e: 50°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, d60e: 60°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti,
d70e: 70°C” de 1s1l islem uygulanan drnegin protein ekstrakti d80e: 80°C’ de 1sil islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti d90e:
90°C’ de 1s1l islem uygulanan ornegin protein ekstrakti kd: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan) Dut yapragi orneklerine ait
isimlendirme asagidaki sekilde yapilmistir; dye: 1sil islem uygulanmayan 6rnegin protein ekstrakti, dy50e: 50°C” de 1sil islem
uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, dy60e: 60°C* de 1sil islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, dy70e: 70°C* de 1sil islem
uygulanan oérnegin protein ekstrakti dy80e: 80°C’ de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti dy90e: 90°C de 1s1l islem
uygulanan 6rnegin protein ekstraktt kdy: kuru 6rnek (higbir iglem uygulanmayan) Pozitif kontrol 6rnegi, aa:askorbik asit olarak
isimlendirilmistir.
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Dut 6rneklerinden elde edilen protein ekstraktlarina ait Sekil 4.21 incelendiginde 1s1l islem
uygulamasimin antioksidan kapasiteyi arttirdigr goriilmektedir. En yiiksek inhibisyon
oraninin 90°C’de 1s1l islem uygulanan protein ekstraktina ait oldugu goriilmektedir. Higbir
islem uygulanmayan kuru Ornek ile kiyaslandiginda ektrakte edilen biitiin Grneklerin

aktivitesinin istatistiksel olarak arttig1 goriilmektedir (P<0.05).

DUT

100
90
80
70

60
50
40
30
20
. J i I
0

de d50e d60e d70e d80e  d90e aa
Ornekler

ABTS
% Inhibisyon

Sekil 4.21: Dut protein ekstraktlarinin ABTS antioksidan aktivitesi degerleri.

“4.3.Protein Ekstraksiyon Veriminin Belirlenmesi” kisminda tartisildigi lizere dut
orneklerinde sicaklik arttikga protein ekstraksiyon verimi istatistiksel derecede diismektedir.
Ozellikle 70°C ve daha yiiksek sicakliklarda protein oram1 % 50°nin altina diismeye
baglamistir. Ancak Orneklerin antioksidan aktivitesinde sicaklik arttikca artma
gorilmektedir, bu durumda peptitlerin disinda baska maddelerin de girisim yaparak

aktiviteyi etkiledigi sOylenebilir.

Dutta bulunan alkaloidler ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesenlerin 6zellikle antioksidan
aktiviteyle iligkili oldugu belirtilmistir. Dut meyvesindeki en 6nemli antioksidan bilesiklerin
polifenol smifinin bilesenlerinden suda ¢6ziiniir antosiyaninler oldugu belirtilmektedir

(Zhang vd., 2018).
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Dut meyvesi {izerine yapilan bir ¢alismada dut meyvesinde bulunan ve suyla ekstrakte
edilen polisakkaritlerin yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu bulunmustur (Chen vd.,
2016).

Homoproteinlerin yapisinda yalnizca aminoasitler yer alirken hetereproteinlerin
yapisinda ise aminoasitlerin yanisira prostetik grup olarak isimlendirilen ve protein
yapisinda olmayan niikleoproteinler, lipoproteinler, glikoproteinler, fosfoproteinler,

hemoproteinler ve metalloproteinler gibi degisik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli, 2007).

Soya fasulyesinin biyoaktif peptit karakterizasyonun arastirildigi bir ¢alismada proteinler
olgopeptitlere tamamen hidrolize edilemedigi ve sebep olarak soyada bulunan
fosfoproteinler, glikoproteinler ve diger translasyonel tiirlerin daha fazla sayida disiilfit bag
icermelerinden dolay1 proteinlerin parcalanmasini zorlastirdig ifade edilmistir (Gibbs vd.,

2003).

Dut yapragi orneklerinden elde edilen protein ekstraktlarina ait Sekil 4.22 incelendiginde
ise, higbir islem uygulanmayan kuru 6rnek ile kiyaslandiginda ekstraksiyon isleminin
antioksidan kapasiteyi istatistiksel olarak arttirdigi ve en yiiksek inhibisyon oraninin dye
ornegine ait oldugu goriilmektedir. Isil islem uygulanan oOrnekler kendi aralarinda
degerlendirildiginde en yiiksek aktivitenin dy50 ornegine ait oldugu ve sicaklik arttikca
antioksidan aktivitenin istatistiksel olarak azaldig1 ve en diistik aktivitenin dy90 6rnegine ait

oldugu goriilmektedir (P<0.05).
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Sekil 4.22: Dut yapragi protein ekstraktlarinin ABTS antioksidan aktivitesi degerleri.
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4.6.1.2. Dut ve dut yaprag: protein hidrolizatlarimin ABTS antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi

Pepsinle muamele edilen dut ve dut yaprag: protein hidrolizatlarinin ABTS antioksidan

aktivitesinin sonuglari Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11: Dut ve dut yapragi protein hidrolizatlarinin ABTS antioksidan aktivitesi

degerleri.
Dut Dut Yaprag
) ABTS ) ABTS
Ornek Antioksidan Aktivitesi Ornek Antioksidan Aktivitesi
(% inhibisyon) (% inhibisyon)
kd 17.277+0.5559 kdy 44.830+0.278°
dh 28.796+0.185" dyh 96.270+1.203°
d50h 34.228+0.278° dy50h 94.961+1.203"
d60h 42.539+0.555¢ dy60h 94.306+1.388"
d70h 46.270+1.018¢ dy70h 93.848+0.740%
d8oh 52.945+2.869° dy80h 93.455+0.740%
d9oh 67.016+3.887° dy90h 91.950+1.203¢
aa 98.691+0.0002 aa 98.691+0.000?

Sonuglar; ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligi ifade
etmektedir (P<0.05). Dut orneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmistir; dh: 1sil islem uygulanmayan ornegin protein
hidrolizati, d50h: 50°C* de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, d60h: 60°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein
hidrolizati, d70h: 70°C de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, d80h: 80°C” de 1sil islem uygulanan érnegin protein
hidrolizati, d90h: 90°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, kd: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan). Dut yapragi
orneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmustir; dyh: 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin protein hidrolizati, dy50h: 50°C” de
1s1l iglem uygulanan drnegin protein hidrolizati, dy60h: 60°C” de 1sil islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, dy70h: 70°C” de 1sil
islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati dy80h: 80°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizat: dy90h: 90°C” de 1s1l islem
uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, kdy: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan). Pozitif kontrol 6rnegi aa: askorbik asit olarak
isimlendirilmistir.

Dut 6rneklerinden elde edilen protein hidrolizatlarina ait Sekil 4.23 incelendiginde 1s1l
islem uygulamasinin antioksidan kapasiteyi arttirdig1 goriilmektedir. En yiiksek inhibisyon
oraninin 90°C’de 1s1l islem gormiis protein hidrolizatina ait oldugu goriilmektedir. Higbir
islem uygulanmayan kuru dut 6rnegi ile kiyaslandiginda hidrolize edilen biitiin 6rneklerin

aktivitesinin istatistiksel olarak arttig1 goriilmektedir (P<0.05).

Sonuglar degerlendirildiginde daha once tartisildig: iizere; sicaklik arttikga proteinlerin
hidrolizasyon verimi diismektedir. Ancak tam tersine sicaklik arttik¢a antioksidan aktivite
artmistir. Hidroliz derecesinin artmasi ile antioksidan aktivite gosteren peptit zincirinin
biyoaktif yapisi parcalaniyor olabilir veya orneklerin protein kapasitelerinin disinda bagka

bilesenlerden kaynakli da antioksidan kapasite oldugu sdylenebilir.
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Yogurt peptitlerinin biyoaktivitesinin arastirildigi bir c¢alismada Ornekler analize
alinmadan Once seker ve laktik asit bilesenleri katyon degistirici kolon yardimiyla
uzaklastirilmistir (Farvin vd., 2010). Bu c¢alismanin sonuglari ile kiyaslandiginda dut
orneginde bulunan sekerli bilesenlerin yapidan uzaklastirilmamasindan dolayr antioksidan

aktivitenin etkilenmis oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 4.23: Dut protein hidrolizatlarinin ABTS antioksidan aktivitesi degerleri.

Dut yapragi Orneklerinden elde edilen protein hidrolizatlarina ait Sekil 4.24
incelendiginde ise, hicbir islem uygulanmayan kuru dut yapragi ornegi ile kiyaslandiginda
hidrolizasyon isleminin antioksidan kapasiteyi arttirdigi ve en yiiksek inhibisyon oraninin
dyh, dy50h ve dy60h orneklerine ait oldugu goriilmektedir. Daha yiiksek sicakliklara
cikildik¢a antioksidan aktivitenin bir miktar azaldigi ancak yinede % 90’ nin ilizerinde
aktivite oldugu ve 1sil islem uygulamasinin antioksidan aktivite lizerinde etkili oldugu

goriilmektedir (P<0.05).
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Sekil 4.24: Dut yaprag protein hidrolizatlarinin ABTS antioksidan aktivitesi degerleri.

Dut protein ekstraktlart ve hidrolizatlarinin antioksidan kapasitelerinin beraber
degerlendirildigi durumda hidrolizatlarin aktivitesinin daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir.
Her ne kadar dut 6rneklerinde proteinler disinda baska bilesenler girisim yapmis olsalar dahi
hidrolizatlarin aktivitesinin daha yiiksek olmasi mevcut bulunan proteinlerin de bir miktar

antioksidan kapasitesinin oldugunu gostermektedir.

Dut yapragi ekstraktlart ve hidrolizatlar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda ise

hidrolizatlarin antioksidan aktivitesinin daha yliksek oldugu anlagilmaktadir.

Dut yapragi proteinleri ve hidrolizatlarinin antioksidan aktivitesinin arastirildigi bir
calismada pepsinle sinidirim prosesinde dut yapragi protein hidrolizatlarinin ABTS siiplirme
aktivitesinin, dut yapragi protein ekstraktlarina gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sun
vd., 2018).
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4.6.2. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme analizi

4.6.2.1. Dut ve dut yaprag protein ekstraktlarimin DPPH antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi

Dut ve dut yapragi protein ekstraktlarinin DPPH antioksidan aktivite analiz sonuglari
Cizelge 4.12° de belirtilmistir.

Cizelge 4.12: Dut ve dut yapragi protein ekstraktlarinin ABTS antioksidan aktivitesi

degerleri.
Dut Dut Yaprag:
) DPPH ) DPPH

Ornek Antioksidan Aktivitesi Ornek Antioksidan Aktivitesi

(% inhibisyon) (% inhibisyon)

kd 33.355+0.094° kdy 38.064+0.3759

de 34.947+0.094" dye 90.915+0.281°

d50e 40.385+1.782° dy50e 90.186+0.188"

d60e 42.639+1.219¢ dy60e 89.125+0.375%

d70e 43.767+0.188° dy70e 88.926+0.094¢

d80e 47.812+1.407¢ dy80e 87.33440.469°

d90e 50.133+0.563° dy90e 79.244+1.032f

aa 93.236+0.188% aa 93.236+0.188%

Sonuglar; ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlaml farkliligi ifade
etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmustir; de: 1sil islem uygulanmayan ornegin protein
ekstrakti, d50e: 50°C” de 1sil islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, d60e: 60°C” de 1s1l islem uygulanan érnegin protein ekstrakti,
d70e: 70°C’ de 1s1l islem uygulanan ornegin protein ekstrakti d80e: 80°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakt: d90e: 90°C’
de 1s1l iglem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti kd: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan) Dut yaprag: 6rneklerine ait isimlendirme
agagidaki sekilde yapilmistir; dye: 1s1l islem uygulanmayan 6rnegin protein ekstrakti, dy50e: 50°C” de 1sil islem uygulanan 6rnegin
protein ekstrakti, dy60e: 60°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakti, dy70e: 70°C” de 1sil islem uygulanan 6rnegin protein
ekstrakti dy80e: 80°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstraktt dy90e: 90°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein ekstrakty
kdy: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan) Pozitif kontrol 6rnegi, aa:askorbik asit olarak isimlendirilmistir.

Dut orneklerinden elde edilen protein ekstraktlarina ait Sekil 4.25 incelendiginde 1s1l
islem uygulamasinin antioksidan kapasiteyi arttirdigi goriilmektedir. En yiiksek inhibisyon
oraninin 90°C’de 1s1l islem uygulanan protein ekstraktina ait oldugu goriilmektedir. Higbir
islem uygulanmayan kuru o6rnek ile kiyaslandiginda ekstrakte edilen biitiin 6rneklerin
aktivitesinin istatistiksel olarak arttig1 goriilmektedir (P<0.05). Sicaklik arttik¢a drneklerin
daha onceden tespit edildigi lizere protein degerleri azalirken antioksidan aktivitenin artmast

baska maddelerin de aktivite iizerinde girisim yaptigin1 géstermektedir.

75



DUT

100 a
90
80
70
60
50

40
30
20
10

0

de d50e d60e d70e d80e d90e aa
Ornekler

DPPH
% Inhibisyon

Sekil 4.25: Dut protein ekstraktlarinin DPPH antioksidan aktivitesi degerleri.

Dut yaprag: 6rneklerinden elde edilen protein ekstraktlarina ait Sekil 4.26 incelendiginde
ise, hi¢bir islem uygulanmayan Ornek ile diger ornekler kiyaslandiginda ekstraksiyon
isleminin antioksidan kapasiteyi istatistiksel olarak arttirdigi ve en yiiksek inhibisyon
oraninin dye ve dy50e orneklerine ait oldugu goriilmektedir. Sicaklik arttik¢a antioksidan
aktivitenin azaldigi ve en disiik aktivitenin dy90e ornegine ait oldugu goriilmektedir
(P<0.05).
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Sekil 4.26: Dut yapragi protein ekstraktlarinin DPPH antioksidan aktivitesi degerleri.
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4.6.2.2.Dut ve dut yaprag: protein hidrolizatlarinin DPPH antioksidan aktivitesinin
belirlenmesi

Dut ve dut yapragi protein hidrolizatlarinin DPPH antioksidan aktivitesinin sonuglari

Cizelge 4.13’ te gosterilmistir.

Cizelge 4.13: Dut ve dut yapragi protein hidrolizatlarinin DPPH antioksidan aktivitesi

degerleri.
Dut Dut Yaprag
) DPPH ) DPPH
Ornek Antioksidan Aktivitesi Ornek Antioksidan Aktivitesi
(% inhibisyon) (% inhibisyon)
kd 33.355+0.094" kdy 38.064+0.375"
dh 50.796+0.188° dyh 97.878+0.1872
d50h 51.127+0.094¢ dy50h 96.751+0.093"
d60h 54.178+0.093¢ dy60h 94.960+0.188°
d70h 55.968+0.188° dy70h 94.496+0.281°
dsoh 56.366+0.375° dy80h 90.053+0.187¢
d9oh 58.621+0.187° dy90h 89.721+0.281°
aa 93.236+0.1882 aa 93.236+0.188¢

Sonuglar; ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig: ifade
etmektedir (P<0.05). Dut 6rneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmistir; dh: 1sil islem uygulanmayan ornegin protein
hidrolizati, d50h: 50°C” de 1sil islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, d60h: 60°C” de 1sil islem uygulanan Grnegin protein
hidrolizati, d70h: 70°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, d80h: 80°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein
hidrolizati, d90h: 90°C” de 1s1l iglem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, kd: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan). Dut yapragi
orneklerine ait isimlendirme asagidaki sekilde yapilmistir; dyh: 1s1l islem uygulanmayan érnegin protein hidrolizati, dy50h: 50°C”° de
1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, dy60h: 60°C” de 1s1l islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizati, dy70h: 70°C” de 1s1l
islem uygulanan 6rnegin protein hidrolizat1 dy80h: 80°C’ de 1s1l iglem uygulanan drnegin protein hidrolizat: dy90h: 90°C’ de 1s1l islem
uygulanan 6érnegin protein hidrolizati, kdy: kuru 6rnek (higbir islem uygulanmayan). Pozitif kontrol 6rnegi aa: askorbik asit olarak
isimlendirilmistir.

Dut o6rneklerinden elde edilen protein hidrolizatlarina ait Sekil 4.27 incelendiginde
orneklere 1s1l islem uygulamasinin antioksidan aktiviteyi arttirdigr goriilmektedir. En yiiksek
aktivitenin 90°C’de 1s1l islem gormiis protein hidrolizatina ait oldugu goriilmektedir. Higbir
islem uygulanmayan Ornek ile kiyaslandiginda hidrolize edilen biitiin 6rneklerin

aktivitesinin istatistiksel olarak arttig1 goriilmektedir (P<0.05).
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Sekil 4.27: Dut protein hidrolizatlarinin DPPH antioksidan aktivitesi degerleri.

Dut yapragi protein hidrolizatina ait Sekil 4.28 incelendiginde ise, higbir islem
uygulanmayan Ornek ile kiyaslandiginda hidroliz isleminin antioksidan kapasiteyi
istatistiksel olarak arttirdigi ve en yiiksek inhibisyon oraninin dyh 6rnegine ait oldugu
goriilmektedir. Sicaklik siddeti arttikca antioksidan aktivitenin bir miktar azaldigi ancak yine
de antioksidan kapasitesinin ¢ok yiiksek oldugu ve 1s1l iglem uygulamasinin antioksidan

aktivite lizerinde etkili oldugu goriilmektedir (P<0.05).
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Sekil 4.28: Dut yaprag protein hidrolizatlarinin DPPH antioksidan aktivitesi degerleri.
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Pepsinle 6n-hidrolize edilen soya proteinleriyle yapilan bir ¢alismada DPPH radikal

siipiirme aktivitesi en yiiksek %51.9 olarak bulunmustur.

Deve siitii kazeini ve deve siitii peynir alt1 suyu proteinlerinin pepsin enzimi ile hidrolize
edildigi ¢alismada peptitlerin antioksidan aktiviteleri DPPH siipiirme deneyi kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonug olarak deve siitii kazeini ve peynir alt1 suyu proteinlerinin dnemli
miktarda antioksidan 6zellikte biyoaktif peptitlere sahip oldugu ve oksidatif stresle iliskili
hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde potansiyel peptitler olabileceklerini bulunmustur
(Ibrahim vd., 2018).

Dut yapragi proteinleri ve hidrolizatlarinin antioksidan aktivitesinin arastirildigr bir
calismada pepsin sindirimi sirasinda daha fazla hidrofobik aminoasitlerin ortaya ¢iktig1 ve
bu durumun peptitlerin DPPH radikaline kolayca yakalanma imkani olusturdugu
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismanin sonuglarina gére pepsinle sinidirim prosesinde dut yapragi
protein hidrolizatlarinin DPPH radikal siiplirme aktivitesinin (%85-80), dut yaprag: protein
ekstraktlarina (%70-80) gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sun vd., 2018).

79



5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda kuru dut ve kuru dut yapragi érneklerinden elde edilen protein
ekstraktlari, hidrolizatlar1 ve fraksiyonlarinin ACE inhibisyon ve antioksidan aktiviteleri

incelenerek sonuglari ortaya konulmustur.

Sonuglara bakilacak olursa dut o6rnekleri iginde istatistiksel olarak en yiiksek ACE
inhibisyon aktivitesinin 50°C’de 1s1l islem uygulanarak hazirlanan dut 6rnegine (d50) ait
oldugu goriilmektedir (P<0.05). (Ekstraktin protein miktari; 69.51+0.34 g/100g kuru agirlik,
hidrolizatin amino asit igerigi; 191.37+£0.435 mg Leu/g ka). d50 6rneginin ACE inhibisyon
aktivitesi degerlerine bakildiginda protein ekstraktinin % 86.0040.36, hidrolizatinin %
76.02+0.32 aktivite gosterdigi ve fraksiyonlar1 arasinda molekiil agirligi 3kDa’nun altindaki
fraksiyonun (%75.43+0.21) 10 kDa’nun altindaki fraksiyondan (%49.63+1.71) daha yiiksek
aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica d50 6rneginin ICsp degerinin 0.06 Img /mL oldugu
belirlenmistir. Diger dut ornekleri ile kiyaslandiginda sicaklik siddeti arttikga ACE
inhibisyon aktivitesinin azaldigi ve en disiik aktivitenin 90°C’de 1s1l iglem uygulanarak
hazirlanan dut 6rnegine (d90) ait oldugu belirlenmistir. Ancak antioksidan kapasitesi
acisindan dut 6rnekleri kiyaslandiginda antihipertansif etkinin aksine sicaklik siddeti arttik¢a
antioksidan kapasitenin arttig1 ve en yiikksek degerlerin 90°C’de hidrolize edilen Ornege
(d90h) ait oldugu (ABTS antioksidan aktivitesi %67.016+3.887 ve DPPH antioksidan
aktivitesi %58.621+0.187) belirlenmistir.

Dut yapragi sonuglarina bakilacak olursa en yiiksek ACE inhibisyon aktivitesinin
50°C’de 1s1l islem uygulanarak hazirlanan dut yapragi ornegine (dy50) ait oldugu
goriilmektedir (P<0.05). (Ekstraktin protein miktari; 89.79+0.13 g/100g kuru agirlik,
hidrolizatin amino asit i¢erigi; 266.75+1.740 mg Leu/g ka). dy50 6rneginin ACE inhibisyon
aktivitesi degerlerine bakildiginda protein ekstraktinin % 69.66+0.09, hidrolizatinin %
85.43+0.36 aktivite gosterdigi ve fraksiyonlar1 arasinda molekiil agirligi 3kDa’nun altindaki
fraksiyonun (%76.28+0.23) 10 kDa’nun altindaki fraksiyonuyla (%77.60+0.15) benzer
aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica dy50 6rneginin ICsp degerinin 0.107 mg/mL oldugu
belirlenmistir. Diger dut yapragi 6rnekleri ile kiyaslandiginda sicaklik siddeti arttikga ACE
inhibisyon aktivitesinin azaldigt ve en diisiik aktivitenin dy90 Ornegine ait oldugu
belirlenmistir. Antioksidan kapasitesi agisindan dut yapragi ornekleri kiyaslandiginda

antihipertansif etkiyle benzer sekilde sicaklik siddeti arttikga antioksidan kapasitenin
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azaldig1 ve en yiiksek aktivitenin dyh (ABTS antioksidan aktivitesi %96.270+1.203 ve
DPPH antioksidan aktivitesi %97,878+0.187) drnegine ait oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismaya devam edilmesi durumunda ACE inhibisyon ve antioksidan aktivitesine
sahip olan peptitlerin kromatografik yontemlerle peptit profili arastirilabilir ve bu peptitler

saflastirilarak aminoasit dizilimlerinin belirlenmesi saglanabilir.

Biyoaktif peptit iiretimi biyokimyasal yontemlere alternatif olarak in silico metotlarla
gerceklestirilebilir (Panyayai vd., 2019) ve muhtemel biyoaktif peptit boliimleri veri
tabanlariyla karsilastirilarak daha hizli bir sekilde yol haritasi olusturulup ileri analiz

asamalarina gegilebilir.

Sonraki ¢alismalarda dut ve dut yapragi 6rnekleri farkli formlarda (kuru 6rnek, protein
ekstrakti, hidrolizat1 ve farkli molekiil agirligindaki fraksiyolari) oral yolla deney hayvanlar

tlizerinde denenerek bu bilesenlerin in vivo aktivite sonuclar arastirilabilir.

Dut 6rneklerinde peptitlerden kaynakli antioksidan etkisinin daha net bir sekilde ortaya
koyulabilmesi i¢in sonraki calismalarda katyon degistirici kolon veya baska metodlar

kullanilarak dutun sekerden arindirilmasi ve protein ylizdesinin artmasi saglanabilir.

Is1l islem ve enzimatik hidroliz uygulamalarinin, dut ve dut yapragindan ticari degeri olan
biyoaktif peptit iiretiminde faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica elde edilecek
peptitlerin antihipertansif (ACE inhibitorii) ve antioksidan gibi sagliga yararli etkileri
nedeniyle gidalarin zenginlestirilmesinde veya fonksiyonel gida tiretiminde degerlendirilme

potansiyelleri bulunmaktadir.
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