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OZET

KOKORECTE BIYOAKTIF PEPTITLERIN BELIRLENMESI VE
BUNLARIN IN VITRO ANTIiOKSIDATIF OZELLIKLERININ
INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
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GIDA MUHENDISLiIGi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. RAMAZAN GOKCE)

DENIZLIi, MAYIS- 2024

Kokoreg, lilkemizde sik tiiketilen sakatatlardan biridir. Literatiir incelendiginde
kokorecte biyoaktif peptitlerin analizi ve aminoasit profillerinin incelenmesi
konusunda ¢alismaya rastlanmadigi i¢in kokorecte biyoaktif peptitlerin
incelenmesi arastirma konusu olarak tercih edilmistir. Calismada temizlenmis ve
1. pisirme islemleri tamamlanmig kokorecten biyoaktif peptitler izole edilmis
bunlarin biyoaktiviteleri incelenmistir. Bu amacgla kokoregten elde edilen
ekstraktlar, hazirlanan soliisyonla beraber HPLC cihazindan gegirilerek
fraksiyonlar1 toplanmistir. Toplanan peptit ve protein fragmentleri, HPLC-DAD
cihazi ile aminoasit analizi yapilarak icerdigi aminoasitlerine ayrilan bilesen
konsantrasyonuyla baglantili olarak belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak
ANOVA analizi yapilmis ve sonuglar 6zetleme ve grafiklendirme ile istatistiksel
acidan incelenmistir. Toplanan peptit ve protein fragmentleri LC/MS cihazinda
incelenerek peptit dizilimleri elde edilmistir. Bu dizilimler BIOPEP veri tabaniyla
incelenerek biyoaktif peptit aktiviteleri tespit edilmistir. Ayrica kokorecin
antioksidan aktivitesinin incelenmesi spektrofotometre ile DPPH analizi ile
hesaplanarak kokore¢ peptitlerinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyoaktif peptit, Kokorec, Antioksidan, HPLC



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOACTIVE PEPTIDES IN KOKOREC AND
STUDY OF THEIR ANTIOXIDANT PROPERTIES IN VITRO
MSC THESIS
MERVE DOGAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING

(SUPERVISOR:PROF. DR. RAMAZAN GOKCE)

DENIZLIi, MAY 2024

Kokorec is one of the most commonly consumed offal inTurkiye. Since there are
no studies on the analysis of bioactive peptides and amino acid profiles in
kokorec in the literatiire. The aim of the study was to investigate the bioactivity of
the cleaned and pre cooked kokorec samples in vitro and to investigate the
kokorec sample from different parts with amino acid analysis and antioxidant
activities. For this reason, the extracts obtained from kokorec were passed
through the HPLC device with the prepared solution and the fractions were
collected. The aim here is to separate the sample into its compounds and analyse
the peaks for each compound. Amino acid analysis is an important approach for
the characterisation of protein and peptide based products. In addition, the amino
acid composition determined can provide a measure of sample purity by
confirming sample identity. For this purpose, the collected peptide and protein
fragments were determined in relation to the concentration of the component
separated into its amino acids by Amino Acid Analysis with HPLC-DAD device.
Based on these results, ANOVA analysis was performed and the results were
statistically analyzed by summarizing and graphing. The results showed that there
was a strong correlation between the amino acid species, samples and their
abundance. The collected peptide and protein fragments were analyzed by
LC/MS liquid chromatography and peptide sequences were obtained (Ege
MATAL). These sequences were analyzed by BIOPEP database and bioactive
peptide activities were determined. In addition, in order to examine the
antioxidant activity of kokorec, it was determined that kokorec peptides have
antioxidant activity with DPPH analysis.

KEY WORDS: Bioactive Peptides, Kokoreg, Antioxidant, HPLC
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1. GIRIS

1.1 Tiirk Toplumunda Et ve Sakatat Tiiketimi

Gida tiiketimi tim canlilar i¢in yasamsal bir zorunluluk olsa da sadece
biyolojik bir eylem olarak goriilmemekte; gida iirlinlerinin tiretimi, depolanmasi ve
tilketimi agamalarinda farkli kiiltiirel ve sosyal dgeleri kapsamasi yoniiyle insanlarin
yasaminda Onemli bir yer edinmektedir. Bu sebeple farkli kiiltir ve sosyal

alanlardaki yemek anlayislari ve tercih edilme oranlar1 da farklilik géstermektedir.

Tirk kiltirtinde, et ve sakatat tiiketimi oldukga yaygmn goriilmektedir.
Ozellikle fast food tiiketiminin de artmastyla beraber en ¢ok tiiketilen 15 fast food
icinde doner, lahmacun, pide, hamburger, pizza, tavuk, balikli sandvi¢ ve kokoreg
olmak tizere et iriinlerinin olduk¢a yaygin oldugu belirtilmistir (Anil ve dig. 2011).
Insanlarin gidalar igerisinde hayvansal gida tiikketmeleri, hayvansal gidalarin igerigi
nedeniyle en degerli protein kaynaklari olmasidir. Ciinkii hayvansal proteinler icerik
olarak yiiksek oranda esansiyel aminoasitleri igermektedirler. Et ve sakatatlar;
proteini yiiksek kalite ve miktarda; demir, magnezyum, ¢inko, fosfor gibi mineralleri
ayrica B12, B6 ve B1 vitaminleriyle ®-3 ve ®-6 yag asitlerini igcermesiyle ideal gida

maddeleri olarak goriilmiistiir (Gokalp ve dig. 2001).

Kasaplik hayvanlarin kesimiyle elde edilen tiiketilebilir i¢ organlar (karkas
harig) “sakatat” olarak isimlendirilmektedir. Sakatat olarak; kalp, bobrek, beyin,
karaciger, iskembe, paga, ince bagirsak Ornek verebilir. Bu organlar kirmizi etle
kiyaslandiginda daha fazla su igerirler fakat yag oranlar diigiiktiir. Karbonhidrat
orant incelendiginde de kirmizi ete oranla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Sakatatlar vitamin ve mineral agisindan etten daha zengin gidalar olarak goriilmiis
ozellikle karaciger, bobrek, dalak ve beyinin en ¢ok mineral igeren organlar oldugu

tespit edilmistir (Karakaya 2013).

Kokoreg, ince bagirsagin 6n islemlerden gecirilerek sislere sarilmasiyla

iretilmektedir. Tirklerde en az bin yildir var olan bir yiyecektir. Tirklerin at



tizerinde ve gogebe olarak yasamalar;; tarim yerine hayvancilik kiiltiiriini

benimsemeleri, et ve yan iiriinlerinin yayginligini kanitlar niteliktedir.

Kokore¢ yemegine benzer tarifin verildigi ilk kaynak Kasgarli Mahmud’un
Divan-ii Liigat-it-Tiirk adli eseri olarak verilebilir. Bu eserde gegen “iskembe ve
bagirsak incecik kiyilir, bagirsak igerisine konur, kizartilarak yahut pisirilerek yenir.”
ifadesiyle bahsedilen “yorgeme¢” yemegi incelendiginde 1070 yillarinda Tiirklerde
kokore¢ benzeri yiyeceklerin yapildigi hakkinda ¢ikarim yapilmasini saglamistir

(Inandz ve dig. 2022).

Kokoreg tarifinden bizzat kokoreg¢ adiyla bahseden en eski kaynak Ayse
Fahriye tarafindan yazilmis ve ilk baskis1 1894 yilina ait olan Osmanli donemine ait
“Ev Kadim” isimli yemek kitabidir. Bu kitap incelendiginde kokorecin Tiirk
evlerinde de yapildigi goriilmektedir. Giiniimiizde ‘Kokorecin bagkenti’ olarak
bilinen Balikesir ilinde ilk olarak 1980-1985 tarihleri arasinda kokore¢ yapildigi
bilinmektedir. Bu tarih siireci incelendiginde Tirk kiiltiirinde ve simdilerde de
yaygin olarak tercih edilen bu lezzetin arastirma konusu olmasi olduk¢a énemli bir

gecmise dayandirilmaktadir.

1.2 Gidalarda Biyoaktif Peptitler

Gidalardaki biyoaktif peptitler, metabolik regiilasyon ve modiilasyonda
Oonemli etkileri olan spesifik protein fragmentleridir. Biyoaktif peptitler canl
sistemlerde hiicreler tarafindan aktif olarak iretilebildigi gibi, proteinlerin igerisinde
pasif olarak da bulunabilirler. Kozmetik, sentetik ilag ve gida takviyelerinde etkili bir
alternatif olan biyoaktif peptitler, elde edilen kaynagin biyolojik izlerini tagimaktadir.
Hayvan, bitki ve mikroorganizmalardan iretilen biyoaktif peptitler dogal immiin
sisteme de katki saglayarak kronik hastalik riskini azaltmaktadir. Bu baglamda gerek
endojen gerekse eksojen kaynaklardan peptitlerin eldesi ve potansiyel etkilerinin
bulunmasi ile yeni biyolojik aktif peptitlerin farkli kaynaklardan eldesi ve
tanimlanmast son zamanlarda iizerinde yogunlukla calisilan konular arasinda yer

almaktadir.



1.3 Problemin Tanim

Yukarida detayli olarak verilen Tiirk toplumunda kokore¢ tiiketimi ve
ilerleyen boliimlerde bahsedilecek olan Biyoaktif peptitlerin insan sagligina etkisi ve
ette bulunmasi ile ilgili ¢alismalar incelendiginde kokore¢ igerisinde bulunan
Biyoaktif peptitlerin ne oldugu bu ¢alismada belirlenen ana problemdir. Problemin
tamimlanmasinda yapilan literatiir arastirmalar1 ile ette yapilan ¢alismalarin

incelenmesiyle edinilen fikir etkili olmustur.

1.4 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, Kokore¢ igerisinde bulunan Biyoaktif peptitlerin
belirlenmesiyle ortaya ¢ikan analiz sonuglarinin yorumlanarak bulunan peptitlerin
insan sagligi acgisindan hangi katkilart olacaginin belirlenmesi, ardindan bu
peptitlerin ne amaglarla kullanilabilecegi hakkinda onerilerde bulunarak farkli bakis

acilar1 gelistirilmesini saglamaktir.

1.5 Tezin Onemi ve Literatiire Katkisi

Biyoaktif peptitler ile ilgili yapilan literatiir arastirmalart sonucunda bu
konuda etle ilgili calismalar yapilmis olsa da kokorecte biyoaktif peptitlerin
belirlenmesiyle ilgili ¢alismalar ve bulgulara rastlanmamistir. Bu durum &zellikle
kokoreg tiiketiminin diinya genelinde yaygin olmamasi sebebiyle arastirmacilarin s6z
konusu {irinii ¢alisma gereksinimi duymamasi ile ilgili olabilir. Fakat bu yiyecegin
Tiirkiye’de yayginligt g6z Oniline alindiginda ¢alismalarin  gerekliligi  ve
bulunabilecek peptit tiirlerinin kullantmimin  anlagilmasinin  literatiire  katki

saglayacagi on goriilmiistiir.



2. KOKOREC

2.1 Kokore¢ Tanim ve Tiiketimi

Kokoreg, ¢ogunlukla kiiciikbas kasaplik hayvanlardan o6zellikle lezzet
acisindan siit kuzusundan elde edilen, hayvanlarin 6zel olarak temizlik islemlerinden
gecirilmis ince bagirsagidir. Temizlenen bagirsak, ¢6z (mezenterial) yaglarin sise
gecirilmesinden sonra iizerine sarilmaktadir. Sislere sarilan bagirsaklarin tuz,
zeytinyag1, limon ve diger baharatlarla marine edilmesi yaygin olarak kullanilmakta
ve bu yontemle 1s1l isleme hazir hale getirilmektedir. Ilk olarak hafif 1s1l (6n pisirme)
isleme tabi tutulduktan sonra genellikle komiir 1zgaralarinda pisirilmektedir. Izgara
disinda kizartma, haslama sote veya tandir seklinde pisirilmesi de tiiketiciler
tarafindan tercih edilmektedir (Bilgin ve dig. 2008). Pisirme isleminden sonra
genellikle tuz, kirmizi toz biber, kimyon ve kekik eklenerek tursu ile beraber servis
edilmektedir (Temelli ve dig. 2002).

2.2  Kokorec Pisirme Oncesi Hazirhk Asamasi

Gida giivenligi, gidalarda olusabilecek her tiirlii fiziksel, kimyasal, biyolojik
zararlarin Onlenmesi ve ortadan kaldirilmasi i¢in alinan tedbir ve kontrolleri ifade
eder. Etkin gida giivenliginin saglanabilmesi tiiketici ve toplum sagligi acisindan
kritik 6nem tasimaktadir. Gilinlimiizde gida giivenligi konusunda devletlerin aldiklar1
onlemler sayesinde tiiketici bilinglendirilmekte ve yapilan aragtirmalar artarak en

onemli toplumsal tartigma konularindan biri haline getirilmektedir.

Iskembe, ince bagirsak, Paga gibi sakatatlar baz1 6n islemlerden gegirildikten
sonra tiiketime hazir hale gelmektedir (Oztan, 2005). Kokore¢ hazirlanirken
bagirsagin mikrofloras: kullanilan bagirsaga gore degiskenlik gdstermekte ve hazirlik
asamasinda ilk dikkat edilmesi gereken husus olarak goriilmektedir. Yaygin olarak
tiiketilen kokorece 6zel mikrobiyolojik limit veya sinirlama bulunmamaktadir. Fakat
genel olarak Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde Sakatat
kategorisinde verilen kriterler Tablo 2.1’de verilmistir.



Tablo 2.1: Tiirk gida kodeksi mikrobiyolojik kriterler tebligi

Gida Mikroorganizmalar Numune Limitler()
alma plam
n c m M
3.Et ve Et Uriinleri

3.1. Karkas, parca etler,

kiyma ve sakatat

C.perfringens 5 2 10° | 10%
3.1.2. Sakatat Salmonella spp. 5 0 0/25 g-mL
E. coli O157:H7 5 0 0/25 g-mL

Kokoreg, dogal yapisi geregi digkiyla kontamine olmasi séz konusu
olabileceginden gida zehirlenmelerine neden olabilme ihtimali ¢ok yiiksektir. Bu
sebeple temizleme isleminin uygun ve hassas sekilde yapilmasi olduk¢a 6nemlidir
(Bilgin ve dig. 2008). Diger dikkat edilmesi gereken hususlar ise hazirlanan iiriinlerin
uygun saklama kosullarinda muhafaza edilmesi, iriiniin tiiketiciye sunuldugu
ortamin hijyenik olmasi, bagirsak ve diger liriinlere uygulanan 1s1l islemlerin dogru

sicaklik ve siire i¢erisinde yapilmasidir.

2.3 Kokorecin Besin Degeri

Kokoregin hazirlama hijyen ve kalite kosullar1 saglandiginda igerisindeki
vitamin ve mineraller insan sagligia katkida bulunmaktadir. Kokoreg igerdigi yaga
bagl olarak A, D, E, K vitaminleri; potasyum, kalsiyum, bakir, ¢inko ve demir
icermektedir (Cifci, Kasim 2023’te erisildi). Elbette kokore¢ yagli bir iiriin olarak
kolesterol de igermektedir. Bu yiizden uygun kosullarda iiretilen triinleri uygun

porsiyonlarda tiiketmek gerekmektedir.




3. BIYOAKTIF PEPTITLER

3.1 Biyoaktif Peptit Tanim

Biyoaktif peptitler, tek hiicreli ya da ¢ok hiicreli organizmalar {izerinde
biyolojik etkiler gdsteren yaklasik 2-20 amino asitten olusan kisa polimerlerdir ve
proteinlere kiyasla nispeten diisiik molekiil agirlhigina (<10 kDa) sahiptirler. Bazi
biyoaktif peptitlerin istisna olarak 20’den fazla aminoasit i¢erdigi bildirilmistir (Adje
ve dig. 2011; Madhu ve dig. 2022). Biyoaktif peptitlerin molekiiler agirlig1 ne kadar
diisiik olursa, peptitin ince bagirsakta emilme ve biyolojik etkilerini gosterme
olasiligi da o kadar artmaktadir (Escudero ve dig. 2013; Rezaharsamto ve Subroto
2019). Biyoaktif peptitler ham maddelerde dogal olarak bulunabilmektedir veya
hidroliz, pisirme veya fermantasyon yoluyla iiretilebilmektedir. Bu peptitler, dogal
protein zincirlerinde biyoaktif olmasalar da serbest birakildiktan sonra aktif hale
getirilerek sagliga faydali fonksiyonel 6zelliklere doniistiiriilmektedir. Bu biyoaktif
ozellikler fermantasyon, enzimatik hidroliz ve gastrointestinal (GI) sindirim yoluyla

tetiklenebilmektedir.

Farkli et kaynaklar1 farkli biyoaktif peptitler igerir. 'BIOPEP' adli veri
tabaninda 1500'den fazla farkli biyoaktif peptit tiirii rapor edilmistir. (Singh ve dig.
2014). Aym tiir etten elde edilen biyoaktif peptitler bile farkli igeriklere sahip
olabilmektedir. Bazi biyoaktif peptitlerin igerigi ayni zamanda iiretim sistemine,
tilketilen gida/yem bilesimine ve besleme diizenine de bagli olarak degismektedir

(Rezaharsamto ve Subroto 2019).

3.2 Biyoaktif Peptit Kaynaklari

Biyoaktif peptit elde etmek i¢in yaygin olarak, deniz iiriinleri, balik, peynir,
sigir testisi, siit, domuz eti gibi hayvansal kaynaklarin yani sira fasulye, piring ve
bugday proteinleri, brokoli, soya fasulyesi, misir gibi protein agisindan zengin
bitkisel gida maddeleri kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda mikro algler ve mantarlar,

bira mayas1 ve mantar da biyoaktif peptit kaynaklart olarak kullanilmaktadir. Bu



kaynaklarin yiiksek besin degerlerine ek olarak, genis bir yelpazede ¢esitli fizyolojik
aktivite sagladiklar1 bilinmektedir.

Et; yapisinda su, lipitler, mineraller, karbonhidratlar, vitaminler ve diger
biyoaktif bilesiklerin bulunmasi nedeniyle 6nemli bir biyoaktif peptit kaynagi olarak
kabul edilmektedir (Rezaharsamto ve Subroto 2019). Farkli hayvanlarin et
Ozellikleri, bilesen farkliliklar1 ve tiiketildikten sonra bunlarin ¢6ziinmesi acisindan
karakteristik Ozelliklere sahip olmaktadir. Sigir, domuz, kiimes hayvanlar1 ve
koyunlarin iskelet kasi proteinleri farkli izoelektrik noktalar1 ve molekiiler
agirliklarina sahiptir (Farag ve dig. 2015). Ozellikle sigir etindeki peptit saliniminin
domuz eti ve hindiden daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Burada dikkat edilecek
nokta, ana protein zincirinden salinan her peptitin biyoaktif olmamasidir. Ciinkii her
peptit besin degeri katkisinin yani sira insanlar tizerinde fizyolojik olarak hormon
benzeri etkiye sahip degildir (Keska ve dig. 2019). Sigir eti icerdigi aminoasitler
sayesinde insanlar i¢in yiiksek kaliteli diyet proteinlerinin 6nemli bir kaynagi olarak
goriilmektedir. Sigir etinin biyoaktif bilesigi biiylik olclide lif bilesimine ve kas
dokusuna baglidir. Ayrica aerobik metabolizmasi yiiksek olan kaslar daha fazla
koenzim Q10 ve taurin igerirken karnosin ve kreatin icerigi daha azdir (Purchas ve

dig. 2005).

Keska ve dig. (2019), LC-MS/MS kromatografisini kullanarak Limuzin
sigirlarinin semimembranosus kasinda 7 ila 21 amino asitten olusan 62 peptit iceren
ve biyoaktivite indeksi 0,5'ten biiylik olan 452 peptitin bulundugunu tespit

etmislerdir.

3.3 Biyoaktif Peptitlerin insan Saghgma Yararlar

Bulasict1 olmayan hastaliklar1 Onleme potansiyelleri nedeniyle uygun
miktarlarda besin ve biyoaktif bilesiklerin tiiketilmesine yonelik ilgi ve arastirmalar
giin gectikge artmaktadir. Biyoaktif peptitler, yapilan galismalarla birlikte insan
sagligin1 nihai olarak etkileyen bir gida bileseni olarak tanimlanmustir. Ozellikle
viicut durumu ve islevi iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu vurgulanmaktadir
(Kitts ve Weiler 2003). Son birka¢ on yilda, biyoaktif peptitlerin iiretimi ve

Ozelliklerinin kesfi, bilim insanlar tarafindan birgcok makalede yaygin bir sekilde ele



alinmaktadir. Bu protein parcalari, baslangictaki proteinin kdkenine gore kategorize
edilmekte ve farkli gidalardan iiretilme denemelerine devam edilmektedir. Peptit
zincirinin tespit edilen islevleri, protein dizisinin kokeninde tanimlanmistir. Bu kisa
amino asit zinciri genellikle islevsel olarak etkisizdir ancak bu peptitlerin dogal
proteinden serbest birakilmasiyla, gida tiiketimi ve islenmesi sirasinda mide sindirim
enzimleri tarafindan gida hidrolizi yoluyla veya ozellikle fermantasyon sirasinda
mikrobiyal enzimlerin etkisiyle peptitlerin aktif formu elde edilmektedir (Pihlanto-
Leppala 2001; Erdmann ve dig. 2008; Pedrouso ve dig. 2023).

Biyoaktif peptitler, c¢ocuklar ve yaslilar gibi hassas popiilasyonlar
desteklemek gibi belirli amaglar icin diyetlere dahil edilebilir. Bu nedenle biyoaktif
hidrolizatlar, olumlu fizyolojik ve saglik etkilerine sahip takviye gidalar olusturmak

i¢cin umut verici bir segenektir.

Farkli bakis acisiyla biyoaktif peptitler tat, koku ve doku gibi duyusal
ozellikler agisindan et iirlinlerinin kalitesini ve raf Omriinii artirma potansiyeline
sahiptir. Peptitlerin islevsel 6zelligini diizenleyen kritik unsurlardan biri biyoaktif
peptitlerin molekiiler agirligidir. Bu sebeple biyoaktif peptitlerin biyolojik aktivitesi

incelenirken molekiiler agirlig1 da géz 6niinde bulundurulmalidir.

3.3.1 Antioksidan Aktivite

Son yillardaki teknolojik gelismeler insan yasam tarzinda koklii degisikliklere
neden olmustur. Insanlarm fiziksel aktivitelerinin azalmasiyla, gelismis ve
gelismekte olan toplumlardaki insanlarda 6zel bir stres tiirii olarak kabul edilebilecek
kardiyovaskiiler komplikasyonlar ve farkli kanser tiirleri de dahil olmak iizere bazi
hastaliklarin goriilme siklig1 artmistir. Stresin gercek tanimina bakildiginda, viicudun
telafi edici yeteneklerini tehdit eden veya bozan herhangi bir faktdre karsi
homeostazi korumak i¢in organizmanin verdigi genel ve spesifik olmayan tepkidir
(Lundberg 2006; Akbarian ve dig. 2022). Genel tanimiyla stres, kisinin fiziksel ve
ruhsal dengesini bozan, psikosomatik sorunlara neden olan ve kisinin yasamin ¢esitli
alanlarindaki verimliligini azaltan bir faktor olarak tanimlanmaktadir (Pitkdnen ve
dig. 2007). Oksidatif stres ise, pro-oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin

degismesidir; oksidatif stres, reaktif oksijen/azot tiirlerinin (ROS/NOS) {iretimi ile



antioksidan savunma sistemi arasindaki denge bozuldugunda ortaya cikmaktadir.
Dolayisiyla oksidatif stres, pro-oksidanlar/antioksidanlar arasindaki dengeyi
prooksidanlar lehine degistirerek potansiyel olarak biyolojik hasarlara yol
acmaktadir. ROS iretimi ile iligskili hastaliklar olarak kanser, Parkinson ve
Alzheimer hastaliklar1 6rnek verilebilmektedir (Almroth ve dig. 2008; Akbarian ve
dig. 2022).

Oksidatif stres, lipidler, niikleik asitler ve proteinler de dahil olmak iizere
onemli hiicresel makromolekiillerde ciddi hasara neden olabilmektedir. Biyolojik
sistemlerde, ROS' un serbest radikallerinin {iretimi ka¢inilmazdir ve viicut
antioksidan savunma mekanizmalar1 tasarlayarak zararli etkilerini kismen nétralize
etmektedir. Enzimatik antioksidan savunma sisteminin en Onemli bilesenleri
stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleridir (Akbarian ve dig.
2022).

Serbest radikallere ve diger reaktif tiirlere karsi giliglii bir antioksidan
aktiviteye sahip olan antioksidan peptitler genelde 5-16 amino asit igermektedirler
(Chen ve dig. 1998). Gida kaynakl1 antioksidan peptitler, diisitk molekiiler agirliga,
diisiik maliyete, yiiksek aktiviteye ve kolay emilime sahip giivenli ve saglikli

bilesiklerdir (Akbarian ve dig. 2022).

Sohaib ve dig. (2017) ¢alismalarinda, yerel bir mezbahadan elde edilen sigir
hemoglobinini hidrolize etmek ve peptiti izole etmek i¢in pepsin kullanmiglardir. Et
tirtinlerine %0,5 (w/w) konsantrasyonda koruyucu olarak eklenen bu peptitin, etin
acilasmasini ve lipid oksidasyonunu %60'a varan oranda Onemli Olgiide azalttig
tespit edilmistir. Bu bulgular, peptitlerin gida endiistrisinde umut verici teknolojik
uygulanabilirligini ve gida endiistrisinde dogal koruyucular veya lezzet arttiricilar
olarak, ayrica et iriinlerinin dokusunu ve besin degerini iyilestirmek igin

kullanilabilecegini gostermektedir.

Peptit boyutunun antioksidan aktivite tizerindeki etkisi incelendiginde bir
peptit dizisine ek olarak, peptitlerin molekiiler agirliginin antioksidan aktivitelerini
etkileyebilecegi goriilmistir (Mendis ve dig. 2005). Arastirmacilar, misir gliiteni
hidrolize proteinini incelediginde molekiil agirligi 500-1500 Dalton arasinda olan

peptitlerin antioksidan aktivitesi, molekiil agirligr 1500 Dalton'dan yiiksek veya 500
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Dalton'dan diisiik olan peptitlerden daha giiclii oldugunu goérmiislerdir (Li ve dig.
2008). incelemelerdeki bazi durumlarda, biiyiik zincirli peptitlerle kiyaslandiginda
daha kiigiik peptitlerin daha yiiksek antioksidan giicii oldugu, serbest radikallere daha
kolay erismelerine ve bu radikallerin daha etkili bir sekilde uzaklastirilmasina
baglanmistir (Ranathunga ve dig. 2006). Bununla birlikte, hidroliz derecesi arttik¢a
peptitlerin antioksidan aktivitesinin azaldig1 bir¢ok ¢aligmada gdsterilmistir. Bunun
nedeni, peptitlerin antioksidan aktivitesi ¢cok az olan veya hi¢ olmayan serbest amino

asitlere daha fazla pargalanmasidir (Aluko 2015; Akbarian ve dig. 2022).

Escudero ve dig. (2013), indirgeyici gii¢ analizi ve DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) radikal siipiirme deneyi kullanarak antioksidan aktiviteye sahip bazi
peptitleri tanimlamay1 basarmiglardir; burada en giiglii radikal siipiirme aktivitesinini
ve en yiiksek indirgeme giicli gésteren peptitleri tanimlamislardir (Rezaharsamto ve
Subranto 2019)

3.3.2 ACE inhibisyonu, Antihipertansif Etki

Hipertansiyon, birgok kardiyovaskiiler hastaligin ve buna bagli 6liimlerin ana
nedenidir. Diinya yetiskin niifusunun yaklasik %30’unu etkiledigi ve erken
6liimlerden 7,6 milyonunun yiiksek tansiyona bagli oldugu tahmin edilmektedir (Otte
ve dig. 2007; Ozcan, Yardim, 2023). 2000 yilinda diinyada 972 milyon hipertansiyon
vakasi tespit edilmistir ve bu saymin 2025 yilima kadar 1,56 milyara ulagmasi
beklenmektedir (Pradeepa ve Mohan 2008). Hipertansiyona yas, kalitim 6zellikleri,
viicut agirligl, yasanan cevre ve beslenme kosullarimin etkili oldugu goriilmiis,
onlenmesi ve kontrol edilmesinde ilag tedavisi, saglikli sekilde kilo verilmesi, tuz ve
yag aliminin azaltilarak alkol tiiketiminin kisitlanmasinin etkili oldugu gortilmiistiir
(Ozcan, Yardim, 2023). Fakat tedavi amaglh kullanilan ilaglarin viicut iizerinde
istenmeyen etkileri goriilebilmektedir. Bu nedenle hipertansiyonun O6nlenmesi

amacuyla tiretilen dogal kaynaklar, gida takviyeleri biiyiik ilgi gérmektedir.

Renin anjiyotensin sistemi, kan basincinin énemli bir diizenleyicisi olarak
kabul edilmektedir. Anjiyotensin donistiiriicii enzim (ACE), hipertansif (kan
basincin ylikselten) etki gostererek kan basincinin diizenlenmesinde ve artmasinda

onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica ACE’nin vicuttaki su dengesinin
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ayarlanmasinda da onemli oldugu belirtilmistir. Bu nedenle, hipertansiyon igin
protein tiirevi olan ACE inhibitorii peptitler, onleyici gidanin firetilmesi ve
gelistirilmesinde potansiyel kaynak olusturabilir. ACE inhibitorii peptitler pek ¢ok
gida protein kaynagindan elde edilebilir. Oldukca yaygin goriilen hipertansiyona
karst ACE inhibitorii aktiviteye sahip gidalarin tiiketilmesi ile bireylerin kan
basincinda 6nemli oranda diisiis oldugu gozlenmistir (Ryhanen ve dig. 2001; Yiiksel

2018).

Jang ve Lee (2005), sigir butundaki sarkoplazmik proteinlerinden elde edilen

hekzapeptidin, %30 ACE inhibitor aktivitesine sahip oldugunu bildirmistir.

Castellano ve dig. (2013) domuz sarkoplazmik proteinlerinden elde edilen
50'den fazla peptidin alifatik (V, I ve A), bazik (R) ve aromatik (Y ve F) kalintilar
gibi hidrofobik ve prolin (P) gibi notr kalintilarin yayginhigimi ve %54 ACE

inhibisyon aktivitesi gosterdigini bulmustur.

3.3.3 Antimikrobiyal Aktivite

Son vyirmi yilda birgok canlida antibakteriyel, antiviral ve antifungal
aktivitelere sahip birgok peptit tanimlanmistir ve bunlar dogustan gelen bagisiklik
sisteminin Oonemli bir pargasini olusturmaktadir. Antimikrobiyal 6zellikli peptitler
bakteriyel saldirilara karsi sentezlenen ilk kimyasal koruma olarak tiim canlilarda
tretilmektedir. Bu savunucularin yetersiz goriilmesi durumunda antibiyotiklere
bagvurulmaktadir (Hancock ve Diamond 2000). Fakat incelenen ¢ogu kosulda,
antimikrobiyal peptitlerin etki mekanizmasi genel olarak bilinen antibiyotiklerden
farkli ve gelismis goriinmektedir. Bu nedenle, bu peptitler bulasici ajanlarla
savasmak ve bagisiklig1 kuvvetlendirmek icin yeni ilaglar olarak ¢ok ilgi cekicidir

(Sato ve dig. 2006).

Antimikrobiyal 6zellik peptit dizilerine, yap1 ve uzunluklarina gore farklilik
gostermekte olup simdiye kadar 700°den fazla antimikrobiyal 6zellige sahip peptit
bulunmustur (Papo ve Shai 2003). Ayrica antimikrobiyal peptitler, O6zellikle
proteinlerden ¢ok daha basit yapida olmalari, islev-yapi iligkisinin incelenmesini

basitlestirmeleri ve biyolojik olmayan yollarla (kimyasal sentez gibi) insa
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edilmelerini miimkiin kilmalar1 nedeniyle bir¢ok bilim insan1 ve arastirmacinin

dikkatini ¢eken ¢aligmalarda yeni bir sayfa agmistir (Akbarian ve dig. 2022).

Dogrudan etten elde edilen ve 6nemli bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olan
biyoaktif bir peptiti kanitlayan az sayida makale vardir. Antimikrobiyal olan bazi
biyoaktif peptitler genellikle et yan tiriinlerinden elde edilmektedir.

Jang ve dig. (2008), B. cereus, S. Typhimurium, E. coli ve L. monocytogenes
tizerindeki, E. coli ve P. aeruginosa iizerindeki ve peptit dahil olmak {izere
antimikrobiyal aktiviteye sahip sigir sarkoplazmik proteinlerinden tiiretilmis cesitli

peptitler bulmuslardir.

3.3.4 Antitrombotik Aktivite

Tromboz, kan damarlarinda piht1 olusumu nedeniyle kan akisinin zayiflama
durumudur. Piht1 olusumu siireci, bir¢ok faktorle beraber venéz tromboembolizm
(VTE) veya akut koroner sendroma doniismektedir (Syed ve Mehta 2018). Bu VTE
durumu genellikle arterlerde meydana gelmekte ve inmeye yol agmaktadir. Ozellikle
50 yasin lizerindeki bir¢ok insanda sakatliga hatta Oliime neden olabilen bir

hastaliktir ve bu durum yilda 100 kisiden 1'ini etkileyebilmektedir (Mackman 2012).

Morimatsu ve dig. (1996), papain enzimi ile hidrolize edilen domuz
peptitlerinin antitrombotik aktivite ile iligkili hipokolesterolemik aktiviteye sahip
oldugunu bildirmistir. Shimizu ve dig. (2009), saflagtirlmis domuz peptitinin
antitrombotik aktiviteye sahip oldugunu ve bunun aspirin aktivitesiyle ayni etkiye
sahip oldugunu bildirmistir. Genel antitrombotik islevi olmayan domuz etine kiyasla,
bu domuz peptiti daha fazla izolosin, 16sin ve fenilalanin igerigine sahiptir ve bu

antitrombotik aktivitenin varligini kanitlar niteliktedir.

3.3.5 Antikanser Aktivite

Cesitli kanser hastaliklari, diinya genelinde ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir.
Kanser hastaliklarinin olusma sebeplerinden 9%90-95’ini sigara ve alkol tiiketimi,

yanls diyet yontemleri, koruyucusuz ve yanlis zamanda giinese maruz kalama,
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cesitli kirleticileri (hava, su, toprak vb.), enfeksiyon tiirleri, asir1 stres, fiziksel
hareketsizlik ve obezite oldugu belirtilmistir (Anand ve dig. 2008). In vitro ve in vivo
ortamda yapilan ¢alismalarda ¢ok cesitli gida bilesenlerinin kanser riskini
azaltabilecegi ortaya konulmustur. Son yillarda ise bu peptitlerin kullaniminin,
kanserin baslamasi hatta ilerleme evrelerinde bile glutatyon sentezinin artmasiyla
bagisiklik ve antioksidan aktivitenin uyarilmasiyla iliskili oldugu belirtilerek
antikanser aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (De Mejia ve Dia, 2010). Ayrica
antioksidan etkileri de bulunmasi sebebiyle kanser tedavisinin yan etkilerine karsi da

olumlu etkisi bulunmaktadir.

3.3.6 Antiobezite Aktivite

Obezite, insan sagligin1 olumsuz etkileyerek yasam kalitesini diigiirmesi hatta
insan omriinii kisaltmasi sebebiyle bir hastalik olarak kabul edilmektedir (Yardim ve
dig. 2017). Ayrica obezitenin dolayli olarak hipertansiyon, kalp hastaliklar1 ve
diyabet riskini artirdigina dair bulgular da bulunmaktadir. Belirli peptit dizilimine
sahip protein hidrolizatlarinin in vitro ve in vivo ¢aligmalar yapilarak hipolipidemik
(lipit distiriicti) etki gosterdigi belirlenmistir (Mazorra-Manzano ve dig. 2017).
Peptitler ozellikle ince bagirsaklardaki besinlerin emilimini etkileyerek istahi
azaltabilir. Bir¢ok calisma, diyet proteinlerinden tiiretilen peptitlerin beyne tokluk
sinyalleri gonderebildigini ve bdylece daha fazla gida tiiketimini Onleyebildigini
gostermistir (Nagoka ve dig. 2001). Kazein tiirevi peptitlerin kolesistokinin A (CCK-
A) reseptoriinii aktive ederek viicutta yemek yemeyi diizenledigi gosterilmistir

(Pupovac ve Anderson 2002; Akbarian ve dig. 2022).

3.3.7 Antidiyabetik Aktivite

Diyabet, pankreasin {irettigi insiilin miktarindaki yetersizlikler veya
salgilanan insiilindeki etkisizlik nedeniyle ortaya ¢ikan, ozellikle de gelismis
tilkelerde pandemi diizeyine ulasmis bir hastaliktir. Kandaki insiilin yetersizligi kan
sekerinin artmasina neden olmakta, kan damarlar1 ve sinirler basta olmak tizere viicut

dokularina zarar vermektedir (Unal ve dig. 2018).
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Yeni tedavilerden biri, agizdan uygulanan DPP-IV inhibitorii aktivitesinden
elde edilmistir. DPP-IV aktivitesi igeren ¢ok sayida biyoaktif peptit 6rnegi, kimyasal
olarak sentezlenen molekiiller kadar olmasa da diyabet hastaligi igin avantajlar
saglayan et ve yan triinlerinden tanimlanmistir (Bechaux ve dig. 2019; Pedrouso ve

dig. 2023).

Yapilan ¢alismada, domuz etinin in silico analiz ile gosterildigi kan glikoz
seviyelerini kontrol etmek i¢in potansiyel bir biyoaktif peptit kaynagi oldugu
bildirilmistir (Keska ve dig. 2019). Yapilan bir baska c¢alismada kuru kiirlenmis
jambonda tanimlanan birkag peptitin, fonksiyonel gidalarda veya farmasotik
tiriinlerde DPP-IV inhibe edici peptitler olarak kullanilabilecegi one siiriilmiistiir

(Gallego ve dig. 2014; Mora, Gonzalez-Rogel ve dig. 2020).

3.3.8 Opioid Aktivite

Agr1, viicutta herhangi bir sorun olduguna dair 6nemli bir isaret olsa da
genellikle siddetli ve yikici uyaranlarin eslik ettigi bir duygudur. Kronik agri ise
yiiksek diizeyde depresyon ve anksiyete ile iligkilendirilmistir. Ayrica agn
olusumuna bagl olarak azalan fiziksel aktivite, obezite ve kalp hasar1 gibi baska
hastaliklara da neden olabilmektedir. Kronik agri beyin ve/veya omurilikten
kaynaklandigindan genellikle yonetimi zor olmaktadir (Pruimboom ve dig. 2007).
Opioid ilaglar goz ardi edilemez yan etkilere sahip olmalarina ragmen, agrilari
dindirmek i¢in halen yaygin olarak kullanilmaktadir. Agr1 ayn1 zamanda kanserin
yonetimi ve tedavisindeki en 6nemli zorluklardan biridir ve hastalarda psikolojik
olarak olumsuz etkiye sahip olmaktadir. Kanserin ileri evrelerinde agri goriilme
olasiligr %70 ila %80'e yakindir (Wootton ve Morphine 2004). Kanser metastazi
gecirmis hastalarin %90'inda da agr1 goriilmektedir (Haegerstam 2001).

Opioid etkili peptitler siitte dogal olarak bulundugu gibi fermantasyon,
olgunlagma veya gastrointestinal sindirimle olusturulabilmektedir. Bu peptitlerin i¢
kaynaklar1 genellikle salgi bezleri tarafindan salgilanan hormonlar ya da sinir
hiicreleri tarafindan salgilanan bir nérotransmiter seklindedir. Sindirim enzimleriyle
sindirimde iretilen peptitlerin insanlara agiz yoluyla kolayca uygulanabildigine
dikkat etmek gerekmektedir (Akbarian ve dig. 2022).
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3.4 Biyoaktif Peptit Uretim Yontemleri

Biyoaktif peptitler, dnciil proteinden sindirim sistemindeki proteoliz prosesi
ile kimyasal olarak veya mikroorganizmalarin islenmesi ve fermantasyonu sirasinda
in vitro hidroliz enzimi dahil olmak iizere gesitli yontemlerle elde edilebilir (Susanto
ve dig. 2021). Cogu protein biyoaktif pargalar i¢ermesine ragmen ana protein
olmadan aktif olmamaktadir. Aktif peptitin bir kismi dogal proteinden sadece
proteolitik sindirim yoluyla elde edilmistir; bu bilesenler pepsin, tripsin, kimotripsin,

elastaz ve karboksipeptitler gibi enzimlerin etkisine dayanabilmektedir.

o) =3 i

Enzimatik Hidroliz Ultrafiltrasyon LC-MS/MS
. . Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)
Mikrobiyal Fermantasyon HPLC
Matris Destekli Lazer
i i indiri Diger Kromatografi Yontemleri

Gastrointestinal Sindirim g g ) DLMS
Enzimatik Hidroliz BIOPEP-UWM Veri tabani
Mikrobiyal Fermantasyon PepBank Veri tabant

Gelisen Teknolojiler DFBP (Gida Kaynakli Biyoaktif

Peptitlerin Veri tabani)

Ui =

Sekil 3.1: Biyoaktif peptit elde edilme ve belirlenme asamalari (Susanto ve dig. 2021).

Biyoaktif peptitler endojen ya da eksojen halde bulunabilmektedir.
Organizmada proteolitik enzimlerin aktivitesi sonucu olusan peptitlere Endojen
peptitler denmektedir. Endojen peptitler, diger proteinler coktiiriilerek ¢oziiniir
fazdan elde edilebilmektedir. Eksojen peptitler, aktivite gostermeden protein zinciri
icerisinde yer almaktadir. Eksojen peptitlerin aktivite gdstermesi igin in vitro
sartlarda bulunan protein zincirinin parcalanarak peptitlerin aciga cikartilmasi

gerekmektedir. Eksojen peptitleri aktiflestirmek i¢in {i¢ yontem kullanilabilir:

e Sindirim enzimleri kullanilarak yapilan enzimatik hidroliz yoluyla,

e Mikrobiyal fermantasyon ile,
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e Proteolitik enzimler (mikroorganizmalardan elde edilmis) kullanilarak
(Akhmadeeva 2018).

Bu aktivasyon normal kosullarda sindirim sisteminde besinlerin pargalanmasi
sonucu gerceklesmektedir. Aktivasyonda kullanilabilecek enzimler: alkalaz,
kimotripsin, tripsin, pankreatin, ndtraz, termolizin, pepsin vb. 6rnek verilebilir. Bu
enzimler bitkisel, hayvansal ya da bakteriyel kaynakli olabilmektedir. Ayni kaynak
kullanilarak farkli enzimlerle farkli peptitler elde edilebilecegi gibi ayni enzimle
farkl1 kaynaklardan farkli peptitler elde etmek de miimkiindiir. Arastirmacinin
inceleme amacina gore se¢im yapilarak laboratuvarda ortaya cikarilan peptitler
sentezlenebilmektedir. Peptitlerin sentezlenmesi ig¢in kullanilabilecek yontemler

Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Ekzojen Biyoaktif
Peptitler

Mikrobiyal Kimyasal
Fermantasyon Sindirim

‘Sonraki i;lemler
(Saflaghrma
islemleri)

GI Sindirim Rek:)mhmant Kimyasal Sentez
Uretim

BIYOAKTIF
PEPTITLER

Sekil 3.2: Biyoaktif peptit tiretim yontemleri (Akbarian ve dig. 2022)

Biyolojik aktif peptit elde edilmesinde verilen yontemlerden se¢im yapilirken
dikkat edilecek husus peptitlerin endojen ya da ekzojen olmasmma gore karar
verilmesidir. Yapilacak analizde kullanilacak enzim tiirii, kimyasallar, sicaklik, siire
gibi degiskenlerin belirlenmesinde, en onemlisi peptitlerin aktivasyonunun
saglanarak dizilimlerinin belirlenmesi islemlerinde dogru sonuca ulagsmak igin bu

duruma dikkat edilmesi olduk¢a énemlidir.
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Eksojen biyoaktif peptit elde edilmesi islemi proteinlerin in vitro kosullar
saglanarak proteazlar ile hidrolizi sonucunda biyoaktif Gzelliklere sahip peptit
fragmanlarimin elde edilmesine dayanmaktadir. Peptitler yapilarindaki aminoasit
karakterine gore farkli ozellikler gostermesi itibariyle ekstraksiyonlarinda ve analiz
parametrelerindeki degisimler goz oniinde bulundurulmalidir. Bu sebeple analiz
yapilirken dikkat edilecek hususlar su sekilde siralanabilir: peptitlerin; endojen/
eksojen olma 6zellikleri, ¢oziiniirliik, pH, molekiil kiitleleri, fragmantasyon, stabilite,
iyonizasyon gibi fizikokimyasal karakterleri. Bu 6zelliklere gore ekstraksiyon ve

saflagtirma iglemleri de degisiklik gostermektedir.

Biyoaktif peptitleri iiretmenin en yaygin yontemi sindirim enzimleri ile
enzimatik hidroliz sayilabilir. Protein hidrolizi, proteinde enzimatik hidroliz veya
kimyasal hidroliz kullanilarak protein molekiillerinin pargalanmasi ve daha kiiciik
peptit dizilerinin ve nihayetinde amino asitlerin elde edilmesi siirecidir (Akhmadeeva
2018). Bu yonteminde proteine belirli bir pH ve sicaklikta enzimatik islem
uygulanarak farkli biyolojik aktiviteleri olan peptitler ortaya ¢ikarilabilmektedir
(Chakrabati ve dig. 2014). Proteazlar, peptit baglarmin hidrolizini katalize

etmektedirler. Sekil 3.3’te enzimatik hidroliz 6rnek gosterimi verilmistir.

o ? o0
PROTEOLIZ

- Gastrointestinal Sindirim Q %
- Etin yaglandirilmasi
- Etlerin fermantasyonu
N O% - Proteaz uygulamasi OQO

Et Proteinleri Oligopeptitler
(miyozin, aktin vb.) Biyoaktif Peptitler

Sekil 3.3: Enzimatik hidroliz gésterimi (Susanto ve dig. 2021)

Cogu biyoaktif peptitlerin salimminda pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi
gastrointestinal enzimler kullanilmaktadir (Barberis ve dig. 2018). Bu yontemin en
yaygin ve givenilir yontem olarak goriilmesi, bahsedilen enzimlerin mikrobiyal
fermantasyona gore daha hizli tepkimeye girerek daha kisa reaksiyon siiresine sahip

olmasidir. Kullanilan diger enzimler ise, kimotripsin, alkalaz, termolisin, pankreatin
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olarak orneklendirilebilir (Sultan ve dig. 2018). Bu enzimlerle olusturulan reaksiyon
sonucunda diger peptitlerle karisik halde bulunan biyoaktif peptitler mikrofiltrasyon,
nanofiltrasyon ve ultrafiltrasyon yontemleri kullanilarak saflastirilmaktadir (Edebali

ve dig. 2020).

Biyoaktif peptit iiretme yontemlerinden digeri olan mikrobiyal fermantasyon,
bakteri veya mayalarin protein substratlar1 {izerinde kiiltiirlenmesi ve onlar
biiyiidiikge enzimleriyle proteinleri hidrolize etmelerini i¢ermektedir (Daliri ve dig.
2017). Bakteri/ mayalarin biiylimesi i¢in uygun sicaklik ortami olusturulmaktadir.
Biiyiiyen bakteri/ mayalar ana proteindeki peptitleri serbest birakmak igin proteolitik
enzimlerini salgilamaktadir. Daha sonra hiicreler hasat edilmekte, yikanmakta ve
steril damitilmis suda silispanse edilmektedir. Boylece sterilize edilmis bir protein

substratini asilamak igin baslatici olarak kullanilmaktadir.

Sindirim/Mikrobiyal Enzimleri ile Gastrointestinal Sindirim ise yine biyoaktif
peptit liretme yontemlerindendir. Biyoaktif peptitler, mide ve pankreas proteazlari,
yiizey proteazlart ve sitozolik plazma tarafindan sindirilebilirler yani biyoaktif
peptitler  gastrointestinal ~ sistemde  protein  sindirimi  sirasinda  ortaya
cikarilabilmektedir. Mideye gelen besin proteinleri denatiire olmakta, hidroklorik asit

pepsin etkisiyle kismen pargalanarak biyoaktif peptitler ortaya ¢ikmaktadir.

Biyoaktif peptit liretme yontemlerinden biri secilip, uygulanip saflagtirma
islemine gelindiginde ise en yaygin yontemler su sekildedir: yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), iyon degisim kromatografisi, afinite kromatografisi ve
kapilar elektroforez. Saflastirma islemi sonrasi, peptitlerin yapi analizleri genel
olarak kiitle spektrometresi (LC-MS/MS, ESI-MS, MALDI-MS) ile yapilmaktadir.
Kiitle spektrofotometresindeki farkli yontemler, yiiksek hassasiyet ve ¢oziiniirliik ile
peptit kimyasal yapr tayininde ayrica peptitin molekiiler kiitle yiiklenme orani
belirlenirken dogru sonuglara ulasmak amaciyla bulunmaktadir (Sewald and
Jakubke, 2015). Bu se¢imi yapmak arastirmacinin amacina ve ulasmak istedigi

sonuca gore degiskenlik gosterebilmektedir.
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3.5 Etteki Biyoaktif Peptit Tiirleri

Etteki biyoaktif peptitler sunlardan olusur: histidil dipeptitler, L-karnitin,
peptitler gibi taurin bilesenleri, ACE inhibitorli, antioksidatif peptitler, peptit

prebiyotik ve diger umut verici peptitler.

3.5.1 Histidil dipeptitler

Histidil dipeptitlerin bulunma oran1 hayvan tiirleri arasinda farklilik
gostermektedir. Etteki endojen antioksidanlari belirlemek i¢in ¢alisma yapilmis ve
etteki antioksidanlardan bazilar1 su sekilde verilmistir: tokoferol, ubiquinon,
karotenoidler, askorbik asit, glutatyon, lipoik asit, iireik asit, spermin, karnozin,

anserin (Decker ve dig. 2000).

Karnozin (B-Alanil-L-histidin) ve anserin (N-p-Alanil-1-metil-L-histidin) gibi
histidil dipeptit bilesikleri ette en fazla bulunan antioksidanlardir. Tavuk but etindeki
karnozin konsantrasyonu kg basina 500 mg ve domuz etinde kg basina 2700 mg'dir.
Anserin tavuk etinden elde edilir. Bu bilesiklerin her ikisi de bakir gibi bir ge¢is
metaline baglanma yetenegi ile ilgili antioksidanlar olarak hareket eder (Arihara ve
dig. 2008). Ette dogal olarak bulunan antioksidan peptit bilesikleri: glutatyon,

karnozin, anserin ve ophidinedir (Samaranayaka ve dig. 2011; Susanto ve dig. 2021).

3.5.2 L-Karnitin

Shimada ve dig. (2005), yaptiklar1 calismada c¢esitli hayvanlarin iskelet
kaslarinda birgok L-Karnitin (B-hidroksi-trimetil gama-amino biitirik asit) tespit
etmislerdir. Sigir butunda bulunan L-Karnitin icerigini kg basmna 1300 mg olarak
bulmuglardir. Bu bilesik insan viicudunun enerji iiretmesine ve kolesterol seviyelerini
diisirmesine yardimci olarak, viicudun kalsiyumu emmesine, kemik giiciini ve

kromu artirmasina yardimci olmaktadir.

3.5.3 Diger biyoaktif bilesenler

19



Etteki diger biyoaktif bilesenler, toksikolojide ve patolojik hiicre siireclerinde
antioksidan islevi olan glutatyondur. Jones ve dig. (2005), yaptiklar1 caligmada
kirmizi etin, 12,0-26,0 mg /100 g sigir eti ile glutatyon kaynaklarindan biri oldugunu
bildirmistir. Taurin, bagisiklik i¢in emzirmenin yani sira viicudu oksidatif stresten
korumak i¢in gerekli olan bir amino asittir. Et; 77,0 mg/ 100g sigir eti ile taurin
kaynaklarindan biridir (Purchas ve dig. 2004). Koenzim Q10 (ubikinon) da
antioksidan aktivite gosteren diger biyoaktif bilesiklerden biridir ve 2 mg/100 g
olarak sigir etinde bulunmaktadir. Ayrica kas enerjisi metabolizmasinda énemli bir
role sahip olan kreatin ve kreatin fosfat bilesigi de bu bilesiklerden bazilaridir. Sigir

eti 350 mg/100 g kreatin icermektedir (Purchas ve dig. 2005; Susanto ve dig. 2021).

3.6 Biyoaktif Peptitlerin Giivenligi

Biyoaktif peptitlerin “Fonksiyonel Besinler” veya “Nutrasotikler” olarak
pazarlanan birgok {irliniin temel bilesenini olusturdugu bilinmektedir. Normal iiretim
isleminin degistirilmesiyle bu triinlerdeki biyoaktif peptitler zenginlestirilmektedir.
Giivenlik acisindan diisiiniildiigiinde ise genel olarak gida proteinlerinden tiiretilen
biyoaktif peptitlerin giivenligi konusunda c¢ok az endise vardir. Ciinkii viicut
normalde gida proteinlerini peptitlere ve enzimlere hidrolize etmekte ve biyoaktif

peptitler liretmek i¢in islemlerden gecirmektedir.

Biyoaktif peptitlerin ¢ok yliksek dozda tiiketilmesi veya kullanilmasi
durumunda olas1 yan etki riskleri bulunmaktadir. Ayrica protein hidrolizatlarinda
immiinojenik proteinlerin ve peptitlerin varligi sebebiyle bazi bireylerde alerjik
reaksiyonlar1 azaltan ve/veya arttiran etkileri s6z konusu olabilmektedir (Chakrabarti

ve dig. 2018).

Bir¢ok calisma, hiicre kiiltiirlerindeki biyoaktif peptitlerin toksik olmadiginm
bildirmistir (Udenigwe ve Aluko, 2012). Phelan ve dig. (2009) tarafindan siitten elde
edilen peptitlerin giivenligi konusu arastirtlmistir. Peptitlerin gida katki maddesi
olarak kullanilma potansiyeli biiyiik olmasina ragmen, tiim gida uygulamalar icin
uygun olmayabilmekte ve bu bilesiklerin giivenliginin ve toksisitesinin kontrol

edilmesi gerekmektedir.
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Kozmesoétik triinlere yonelik artan talep, biyoaktif peptitlere dayali yeni nesil
tirtinlerin gelistirilmesine olan ilgiyi artirmistir. Bu nedenle, kozmetik peptitlerin
ozellikle etkinlik agisindan giivenlik degerlendirmesi ciddi bir sekilde ele alinmalidir.
Giivenli ve etkili miktarin, bir bilesimin veya bilesigin énemli olumlu cilt faydalar
tiretmek icin yeterli olan ancak cilt toksisitesi, hassaslasma ve tahris gibi istenmeyen
etkilerden kaginmak i¢in yeterince kii¢iik olan miktari oldugu belirtilmistir (Osborne
ve dig. 2018, Ngoc ve dig. 2023).
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4. LITERATUR ARASTIRMASI

4.1 Kokoreg ile Tlgili Literatiir Arastirmas

4.1.1 Kokorecin Mikrobiyolojik Olarak incelenmesi

Temelli ve dig. (2002), Bursa’daki iiretim yerlerinden 10 ¢ig, 10 pisirilmis ve
10 pisirildikten sonra baharatlanmis 30 adet kokore¢ numunesini mikrobiyolojik
yonden 10 farkli parametreye bakarak incelemislerdir. Incelemeler sonucunda
bagirsaklarin hassas bir sekilde temizlenmedigi, mikrobiyolojik kalitelerinin diisiik
oldugu, patojen bakteriler icerdigi ve pisirme isleminde uygulanan 1sil islemin

yetersiz oldugu tespit edilmistir.

Bilgin ve dig. (2008), yaptiklar arastirmada 20 ¢ig, 20 1zgara ve 20 tandirda
pisirilmis 60 adet kokore¢ numunesi toplayarak mikrobiyolojik o6zelliklerini
incelemistir. incelemede mezofil aerob bakteri, koliform grubu bakteri ve S. aureus
sayilar1 bulunarak 3 farkli 6rnek arasinda kiyaslama yapilmistir. Analiz sonucunda
pisirme yontemlerinin patojen giderme islemi igin yetersiz oldugu fakat 1zgarada
pisirme yonteminin tandirda pisirmeye gore mikrobiyolojik agidan daha etkin oldugu
goriilmiistiir. Burada dikkat edilmesi gereken husus giivenli tiiketim i¢in pigsirmede

uygulanan sicaklik ve siire degerlerinin uygunlugunun goézetilmesidir

Kara ve dig. (2013), Afyonkarahisar’da tiiketiciye sunulan kokoreglerden 50
adet kokore¢ numunesi toplayarak bunlarmm mikrobiyolojik kalitesini belirlemeyi
amaclamistir. Numuneleri 9 farkli yonden (TAMB, TAPB, Kiif/maya gibi) ele alarak
mikrobiyolojik  analizleri  gerceklestirmistir.  Analiz  sonucunda  kokoreg
numunelerinin diisiik kalitede oldugu, istenmeyen mikroorganizmalarla kontamine

olarak saglik agisindan risk olusturabilecegi kanisina varmustir.

Babaoglu ve dig. (2017), sigir ve kuzu kokorecte polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin  (PAH) olusumunda farkli hayvansal yaglarin etkilerini
incelemislerdir. Dana ve kuzu ince bagirsaklar ile kuzu don yagi, kuzu deri alt1 yag

ve kuzu kuyruk yag kullanilarak 6 farkli tiirde kokore¢ grubu hazirlanmistir.
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Ekstraksiyon ve temizleme islemleri, HPLC analizi, pH analizi ve istatistiksel
analizler sonucunda 6 farkli 6rnek karsilastirilmistir. Kokorecin PAH'larin varligi
nedeniyle riskli besin gruplari arasinda yer aldigi belirlenmistir. PAH
konsantrasyonlar1 incelendiginde 6 kokore¢ grubunun da O6nemli Olgiide farklilik
gosterdigi goriilmistiir. En yiiksek PAH konsantrasyonlart sigir kokoreci ve kuyruk
yagi ikilisinde goriilmistiir. En disiik ise kuzu kokoreci ve kuyruk yagi ikilisinde

tespit edilmistir.

Akgol ve dig. (2023), 3 farkli lokantadan aldiklar1 48 pismis baharatsiz, 48
pismis baharatli kokore¢ numunesini mikrobiyolojik olarak incelemislerdir.
Incelemeler gdz Oniine alindiginda bagirsaklarin ¢ok iyi temizlenmedigi, 1s1l
islemlerin yetersiz kaldig1 ve halk sagligi agisindan risk olusturabilecegi sonucuna

varilmigtir.

4.2 Biyoaktif Peptitlerle Tlgili Literatiir Arastirmasi

Akhmadeeva (2018), bal aris1 larvas1 kullanarak biyoaktif peptit eldesi ve
incelenmesi ¢alismasi yapmistir. Arastirmada bal arisi1 larvasi kullanilmasinin nedeni
inflamasyon, bagisiklik sistemi hastaliklar1 hatta kanser gibi bir¢ok hastalikta
koruyucu ve tedavi etkisi oldugunun bilinmesidir. Peptit hidrolizatlarinin elde
edilmesi amaciyla homojenize edilen larvalarin tripsin ve nétraz enzimleriyle
hidroliz etkinlikleri belirlenmistir. Elde edilen hidrolizatlarinin a-glukozidaz, ACE
enzimleri inhibisyonu ve antioksidan etkileri lizerinde calisilmistir. Sonug¢ olarak
3kDa) nétraz ve tripsin hidrolizatlar1 biyolojik aktivite c¢esitliligi acisindan

incelenerek daha etkin oldugu bulgusu ortaya ¢ikarilmistir.

Rezaharsamto ve Subroto (2019), cesitli et kaynaklarindan tiiretilen biyoaktif
peptitlerin  incelenmesi  {lizerine  calismislardir.  Peptitlerin  antimikrobiyal,
antihipertansif vb. Ozellikleri agiklanarak biiyiikbas ve kiiclikbas hayvan, kiimes
hayvanlart ve domuz eti gibi bircok hayvan tiirlinden biyoaktif peptit elde
edilebilecegi vurgulanmistir. Biyoaktif peptitleri tiretmek ic¢in enzim hidrolizi,
mikrobiyal fermantasyon, asit-baz hidrolizi ve izoelektrik ¢oziinme/¢oktiirme gibi

yontemlerin kullanilabilecegi belirtilmistir.
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Susanto ve dig. (2021), ette biyoaktif peptit sentezlenmesi, ekstraksiyonu ve
tanimlanmasin1 saglamak ve siireci anlamlandirmak i¢in sistematik bir inceleme
yapmuglardir. Etteki biyoaktif bilesiklerin tiirleri ve sentezi konularina agiklik
getirilmis; biyoaktif bilesiklerin tanimlanmasi igin gerekli HPLC, LC-MS/MS
yontemlerinden faydalanarak peptit tiirleri tanimlanmustir. incelenen sarkoplazmik
kas proteinlerinden 170’ten fazla peptitin ortaya c¢iktigi saptanmistir. Salinan
peptitlerden bazilarinin antihipertansif bilesikler veya antioksidanlar olarak aminoasit

dizisi potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir.

Ekberyan ve dig. (2022), biyoaktif peptitlerin gesitli {iretim yontemlerini
(Enzimatik Hidroliz, Mikrobiyal fermantasyon vb.) ve kaynaklarini (su {riinleri
kaynaklari, siit tirinleri vb.) incelemislerdir. Proteomik ve peptidomik ¢alismalar gibi
bilgisayar tabanli yontemlerin peptitleri arastirmada c¢ok faydali oldugu, bu
yontemlerle tiretilen peptitlerin ikincil yapilarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin

incelenmesinin de miimkiin olacagi hakkinda gelecek perspektifleri sunulmustur.

Madhu ve dig. (2022), yaptiklart caligmayla biyoaktif peptitlerin iiretiminde
karsilagilan zorluklar ve ticarilestirilmelerini sinirlayan faktorlere deginmislerdir.
Ayrica biyoaktif peptit lretiminde olusabilecek toksik peptitler hakkinda da
aciklamalarda bulunarak giivenlik ve risk tanimlamalarina yer verilmistir. Caligmaya
gore; tek tip kalite, yiiksek maliyet, toksikolojik ¢alismalarin ve klinik kanitlarin
yetersizligi ve biyoyararlanim verilerinin eksikligi biyoaktif peptit bazli gidalarin
ticari ilerlemesini engelleyen bazi zorluklardir. Buna ek olarak iilkeler aras1 mevzuat

farkliliklari, biyoaktif peptitlerin uluslararasi ticaretinde zorluk teskil etmektedir.

4.2.1 Farkh Et Uriinlerinde Biyoaktif Peptit incelenmesi

Song ve dig. (2019), Maillard reaksiyonunun yarim stizgegli hamsi hidrolizati
tiirevi peptitlerinin antibakteriyel aktivitesi lizerindeki etkisini arastirmislardir. F3
peptidik fraksiyonundan seksen iki peptit tanimlanmis ve dizilerdeki W, F,Y ,K,H ve
R kalintilarinin varligina gore bes gruba ayrilmistir. Sentetik peptitlerin Maillard
Reaksiyon iiriinlerinde antibakteriyel aktivite ve glikozilasyon igeriklerinde artislar

bulunmustur. Elde edilen bulgular Maillard Reaksiyonunun hidrolizat tiirevi
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peptitlerin antibakteriyel aktivitesinin artisina katkist oldugu hakkinda fikir

vermektedir.

4.2.2 Biyoaktif Peptitlerin Kullanim Alanlar:

Yergdz (2017), yanik yaralanmalarin diinya genelinde en yaygin travma
tiplerinden biri oldugunu vurgulayarak yanik yaralanmalarinin kendine 6zgii
fizyolojisi, tedavisi i¢in kendine Ozgii terapotik materyallerin kullanilmasin
gerektirdigi i¢in tedavisinin gelistirilmesinde zorluga sebep oldugunu belirtmektedir.
Calismada yanik yara alaninda olusan ilerleyici doku fonksiyonu kaybinin
hafifletilerek iyilestirilmesi amaciyla sentetik, fonksiyonel ve biyolojik olarak

pargalanabilir peptit nanofiber jel kullanim1 6nerilmektedir.

Ngoc ve dig. (2023), biyoaktif peptitlerin cilt saglig1 ve giizelligini artirma
potansiyeli olmasi nedeniyle kozmetik sektoriinde biiyiik ilgi gbérmesi ilizerinde
caligma yapmustir. Biyoaktif peptitlerin ¢esitli biyolojik aktiviteleri incelenerek
kozmetik formiilasyonlar icin ideal bilesenler haline getirmek amaglanmistir.
Biyoaktif peptitler 4 kategoride siniflandirilmistir: sinyal, tasiyici, ndrotransmitter
inhibe edici ve enzim inhibe edici peptitler. Biyoaktif peptitlerin dogada bulunma
kaynaklaria ve bu kaynaklardan elde edilme yollarina deginilmistir. Sonug olarak da
peptitlerin kozmetikteki uygulamalarinin kapsamli sekilde anlasilmasini saglayarak

yenilik¢i ve etkili cilt bakim triinlerinin gelistirilmesi yoluna 151k tutmaktadir.

Pedrouso ve dig. (2023), cgalismalarinda gesitli ekstraksiyon yontemleri
kullanarak biyoaktif peptitlerin tanimlamislar; et ve yan iriinlerinden elde edilen
peptitlerin biyoaktif 6zelliklerini agiklamiglardir. Ayrica peptitlerin gida sektoriinde
potansiyel uygulama alanlarindan, {retilirken karsilasilan  zorluklar ve

sinirlamalardan da bahsedilmistir.

4.2.3 Biyoaktif Peptitlerin Insan Saghgina Yararlar

Milano ve dig. (2014), etten elde edilen biyoaktif peptitlerin olusumu ve
bunlarin insan sagligina etkilerini incelemiglerdir. Biyoaktif peptitlerin et de dahil

olmak iizere bitkisel ve hayvansal gidalardan elde edilebilecegini ve bu peptitlerin
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gastrointestinal sindirimde veya gida isleme sirasinda salindiktan sonra insan viicudu
tizerinde antioksidatif, antimikrobiyal, antitrombotik, sitomodiilatér olmak iizere
bircok farkli etki yaptig1 saptanmistir. Bu peptitlerin 6zellikle sentetik ilaglara kiyasla
sahip oldugu avantajlara deginerek sagligin artirilmast ve hastalik risklerinin

azaltilmast amaciyla kullanilabilecegi belirtilmistir.

Unal ve dig. (2018), biyoaktif peptitlerin, sindirim, endokrin,
kardiyovaskiiler, bagisiklik ve sinir sistemini yani insan saglhigim etkiledigini 6ne
stirmiislerdir. In vitro ve in vivo calismalarda bulunularak biyoaktif peptitlerin
antimikrobiyal, antihipertansif, kolesterol disiiriicii, gibi bir¢ok Ozellik
gosterdiklerini ortaya koymuslardir. Ayrica peptitlerin antikanserojen etkileri cesitli

kanser hiicreleri ve hayvan hiicrelerinde arastirilmigtir.

Yal¢gin ve Rakicioglu (2020), yaptiklar1 in vitro ve in vivo c¢aligmalarla
biyoaktif peptitlerde antihipertansif, hipolipidemik, antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu belirlemislerdir. Bu aktivitelere sahip olmasinin yaninda biyoaktif besin

peptitlerinin giivenilirligi hakkinda da inceleme ve yorumlarda bulunmuslardir.

Rizwani ve dig. (2023), biyoaktif peptitlerin antikanserojen, antihipertansif,
antimikrobiyal, antioksidan, antidiyabetik ve immiin modiilator etkilere sahip olmasi
sebebiyle sagligi gelistirici ve destekleyici 6zelliklere sahip oldugunu belirtmislerdir.
Biyolojik olarak aktif peptitlerin yeni nesil farmasotik iiriin olarak kullanilmaya
baslanma potansiyeline sahip olmasi 6zelligiyle COVID-19 dahil ¢esitli hastaliklar
icin umut verici olarak bahsedilmektedir. Daha fazla in vitro ve in vivo ¢alisma
yapilarak COVID-19 hastalarinin hayatta kalma ve yasama sansini arttirmadaki

etkinligi ortaya konabilecegi vurgulanmstir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1 Materyal

5.1.1 Kokorec¢ Ornegi

Calismada Denizli'deki bir kokoreg iiretim tesisinden koyun bagirsaklarinin
omentum (gémlek yagl) ve mezenteriyum (¢6z yagi) ile sarilmasi sonrasinda
endiistriyel firlarda 200-220°C'de 1s1l isleme tabi tutulmasi ile birinci pisirilmesi

yapilmis kuzu kokoreci alinarak incelenmistir.

5.1.2 Alet Ekipman Tanimlari

e Sise sarilmis 1.0n pisirimi yapilmis kokoreg (1 Kg)

e Pudrali eldiven (2 Kutu)

e Seliiloz kartus (1 Kutu)

e Parafilm (100 mm genislikte, en az 35 metre uzunlukta)

e Santrifiij tiipii (50 ml lik falkon tiipii-2 Paket)

e Stomacher Poseti (50 adet/paket)

e Kaba filtre kagidi (40*40 cm, 250 adet/paket)

e Siringa filtresi 0,22 pm, steril (2 Paket)

e Siringa filtresi 0,45 pum, steril (2 Paket)

e 50 cc enjektor (1 Paket)

e Petri kutusu, polistiren, steril (2 Koli)

e Pipetucu (200 uL’lik) (2 Paket)

e Spektrofotometre kiiveti, PS, kopilik rakta, 2-4 ml makro (100
adet/paket)

e Spektrofotometre kiivetleri i¢in stant(1 adet)

e Tartim kab1 (10 ml, beyaz, non-steril, elipsoidal formlu, plastik, 100
adet/1 paket)

e Microsampler mikrolitre siringa 100ul (HPLC uyumlu, cam)
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e Kinetex 5u EVO C18 100A 150x4.6mm kolonu

5.1.3 Kullanilan Kimyasallar

e Pepsin enzimi (1 g/paket)

e Tripsin enzimi (s181r pankreasindan) (1 g/paket)
e Methanol (2.5 Litre)

e Sodyum hidroksit (CAS No: 1310-73-2)( 1 L)
e Hidroklorik asit (CAS No: 7647-01-0) (500 ml)
e Ethanol (2.5 Litre)

5.2 Metot

5.2.1 Kokore¢ Orneklerinden Peptitlerin Ekstraksiyonu

Bagirsaktan peptid ekstraksiyonu Badii ve Howell (2006) ve Sarbon ve dig.
(2013) tarafindan agiklanan ydnteme gore yapilmistir. Ornek yikama ve 1. pisirme
asamasindan gegirildigi icin yikama yapilmamustir. Incelenecek her 6rnek igin
(analizlerde paralel gitmek amaciyla) 0,5 g kokoreg¢ Ornegi alinip iyice kiyilarak
homojenize edilmistir. Preparat, sodyum hidroksit (%0,15 w/v), siilfirik asit (%0,15
vIv) ve sitrik asit (%0,7, w/v) ¢ozeltileri ile 6n uygulamaya tabi tutulmus ve
Stomacher cihazinda homojenize edilmistir. Her karisim 20 dk boyunca karistirilarak
8.000 devirde santrifiijlenmis, kalan pellete karistirma ve santrifiijleme islemi
uygulanmistir. Ornekler daha sonra 45°C'de calkalamali su banyosuna alinarak 12 s
boyunca bekletilmistir. Su banyosundan alinan karisim, Biithner hunisinden Whatman
no.4 filtre kagidi ile siiziiliip 45°C'de vakum altinda ¢ozeltinin buharlastirilmasi
amaciyla evapore edilmistir. Elde edilen konsantrat dondurularak kurutulmus ve kuru

materyal enzimatik hidrolize gegmeden 6nce "kokoreg tozu" olarak elde edilmistir.

5.2.2 Enzimatik Hidroliz
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Enzimatik hidroliz Gathercole ve dig. (2023), yaptigi ¢alismada in vitro
ortamda gastrointestinal sindirim metot alinarak yapilmistir. Yukarida bahsedildigi
sekilde elde edilen kokoreg tozu, deiyonize su (10 mL) ile soliisyon haline getirilmis
(%1, w/v), 1 M HCl ile pH degeri 2’ye ayarlanmistir. Uygun ortamda pepsin enzimi
kullanilarak enzim/substrat oranit 1:10 (w/w) olacak sekilde hidrolize edilmistir.
Sindirimin tamamlanmasi ve enzimin aktivasyonunun saglanmasi icin Ornekler
calkalamali su banyosunda (C7-New Brunswick Scientific, ABD) 24 sa boyunca
bekletilmistir. Beklemesi tamamlanan hidrolizat 15 dk boyunca 95°C'de su
banyosunda bekletilerek reaksiyon sonlandirilmistir. Ardindan 8.000 devirde 10 dk

santrifiij uygulanarak iist faz elde edilmistir.

5.2.3 HPLC ile Fraksiyonlarin Toplanmasi

HPLC analizi i¢in Timofeeva ve dig. (2017) ve Doyuk ve Dost (2023)
metotlar1 kullanilmigtir. Enzimatik Hidroliz sonucu elde edilen hidrolizat kurutularak
ve lipit fraksiyonlarinin elde edilmesi amaciyla 100 mg/ml asetat tamponu igerisinde
(0,02 M ve pH=4) ¢oziindiiriiliip, ardindan sirasiyla 0,45 ve 0,22 um'lik filtrelerden
stiziilmistiir. Daha sonra Sephadex C-25 katyon degisim kromatografisi (Pharmacia

Biotech, Isvec) uygulanarak ayrilan fraksiyonlar toplanmustir.

Her ekstrakttan 5 mL alinarak, Sephadex sabit fazi ile doldurulmus bir kolona
(4.6x250mm) enjekte edilmistir. (4 °C'de 0,01 N HCI1 ile 15 mL/h' lik sabit bir akis
hizinda) ve 5 mL'lik fraksiyonlar 214, 254 ve 280 nm'de izlenerek toplanmistir. Elde
edilen fraksiyonlar liyofilize edilerek ve 2 mL saf suda ¢oziilerek bir sonraki analize
kadar -20 ©°C'de saklanmigtir. Ardindan HPLC-DAD sistemi yapilarak
gerceklestirilecek olan aminoasit analizi i¢in 3 adet &rnek iiriin Ege Universitesi
Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvart Uyg. ve Aras. Merkezi’ne

gonderilmistir.

5.2.4 HPLC-DAD ile Aminoasit Analizi
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Perflizyon kiiltiiriinde en uygun amino asit konsantrasyonunun belirlenmesi
onemlidir. Bu nedenle, bir amino asit takviyesi stratejisinin tasarimi, konak hiicre
bliylimesi ve iirlin liretimi nedeniyle bir hiicre kiiltiirlinlin amino asit taleplerini
belirleyerek kolaylastirilabilir. Biyoprosesler sirasinda amino asitlerin rollerinin
incelenmesi, besleme stratejisinin daha iyi anlasilmasina ve tirliniin verim ve
kalitesinin iyilestirilmesine yol agmaktadir.

Amino asitlerin analizi i¢in yaygin olarak HPLC yontemi kullanilmaktadir.
UV veya floresan saptamalt HPLC ayirmalart i¢in ¢ozeltideki serbest amino asitlerin
on  kolon tiirevlendirmesi, ¢evrimdist  yontemlere kiyasla  verimliligi
artirabilmektedir. Kolonunun ve mobil faz gradyaniin segicilik 6zellikleri 23 amino
asidin ¢ozlintirligiini ve tespit edilmesini saglamaktadir (AdvencedBio, 2023).

HPLC ile fraksiyonlarin toplanmasi ve ayristirma islemi yapilirken HPLC-
DAD ile numune igeriginde bulunan aktif aminoasitlerin tespit edilmesi
amaclanmistir. DAD dedektorii, ayrilan bilesen konsantrasyonuyla baglantili bir
sinyal tiretmektedir. Bu sayede onceki boliimde ayristirilan bilesenler olgiilerek bir

dizi analiz sistemine tabi tutulmaktadir.

E

FHIRPTTRITT AT

Sekil 5.1: HPLC-DAD Cihaz1

Aminoasit Analizinin yapilmasinda izlenen adimlar asagida verilmistir:
e HPLC mobil fazlarinin hazirlanmasi,
e Amino asit standartlarinin hazirlanmasi,

e Dahili Standart (ISTD) stok ¢6zeltisinin hazirlanmasi,
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e Cevrimigi tiirevlendirmenin gergeklestirilmesi,

e Algilama i¢in parametrelerin ayarlanmasi,

e Yiiksek verimli rutin analizlerinin galistirilmasi,

e Auvrupa'ya gore sistemin uygunlugunun saglanmasi,

e Hiicre kiiltiirii ortaminin ve protein hidrolizat standardinin optimize edilmesi.

Numuneler filtreden gegirildikten sonra direk olarak cihaza enjekte edilmistir. 2 ¢esit

reaktif (OPA ve FMOC) kullanilarak Tablo 5.1’de verilen cihaz metodu

uygulanmustir.
Tablo 5.1: HPLC cihaz metodu
HPLC Agilent 1260 Infinity II
Mobil Faz A: 40 mM Borat Tamponu pH:7,8
Mobil Faz B: ACN: MeOH: water (45:45:10, v/viv)
Firin Sicaklig: 40°C
Izlenen Dalgaboyu: 338 nm
Akas: 2 mL/dk
Durus Zamant: 26 dk
Enjeksiyon Hacmi: 20 ulL

Gradient Tablosu Agilent Eclipse AAA (150 mm kolon i¢in) cihazda 2 farkli Mobil

Faz akigin1 zamana gore gosteren Tablo 5.2 asagida verilmistir.

Tablo 5.2: HPLC zamana gore mobil faz akis

Siire (dak) Solvent A (%) Solvent B (%)
0 100 0

1.9 100 0

18 43 57

18.6 0 100

22.3 0 100

23.2 100 0

26 100 0

525 LC/Q-TOF /MS ile Biyoaktif Peptit Diziliminin Belirlenmesi




LC/MS, s1vi kromatografi ile kiitle spektrometresinin fiziksel ayirma ve kiitle
analiz 6zelliklerinin kombinasyonundan olusmus sistemlerdir. Q-TOF LC/MS (Sivi
Kromatografisi-Ugus Zamanl Kiitle Spektrometresi), ise kantitatif ve kalitatif

analizler i¢in yiiksek hiz ve duyarlilikta 6l¢iimler yapabilmektedir.

-

-

"\:
— b
-

Sekil 5.2: Agilent 6550 QTOF LC/MS
cihazi

[zmir Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvar1 Uyg.
ve Aras. Merkezi’nde mevcut olan Agilent 6550 QTOF LC/MS cihazi proteomik ve
metabolomik ¢aligmalarda kullanilabilmektedir. Kullanilan cihaz resmi Sekil 5.2°de

gosterildigi gibidir.

LC/Q-TOF/MS ile; Farmakoloji, Gida Giivenligi, Cevresel Uygulamalar,
Toksikoloji ve Adli Tip alanlarinda uygulama yapilabilmektedir. Tablo 5.3’te LC/Q-
TOF/MS i¢in kullanilan cihazin 6zellikler1 gosterilmistir. Tablo incelendiginde
cihazin tarama hizi ve c¢oziiniirliik konusunda yiliksek oOzelliklere sahip oldugu

sOylenebilir.

Tablo 5.3: Cihaz donamim ve 6zellikleri (Ege Matal, 12.01.2024’te erisildi)

Duyarlik: Femtogram Diizeyinde

Coziiniirlik: 40 k (lon Beam Compression and Shaping (IBCS))

Kiitle Agirligr: m/z 20-100000

Tarama Hizt: 50 spektrum/dakikaya

Iyon Kaynaklar:: Dual sprey atmosferik elektrosprey iyonizasyon (ESI),
Atmosferik basing foto iyonizasyon (APPI), Atmosferik
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basing kimyasal iyonizasyon (APCI)

Yazilim: Mass Hunter Workstation Software

LC Cihazi: Agilent 1260 Binary LC (Gerektiginde nanoLC cihazi
olarak kullanilabilmektedir).

5.2.6 Biyoaktif Peptit Veritabanlar ile Peptitlerin Tanimlanmasi

Peptit biyoaktivitelerinin belirlenmesi amaciyla olusturulan pek ¢ok veritabani
bulunmaktadir. Bu veri tabanlar1 peptit dizilimlerinin yani sira biyoaktiviteleri ve
belirlendigi ¢aligmalarla ilgili detaylar1 icermektedir. Biyoaktif peptitlerle ilgili genel

arama yapilabilecek veritabanlarina;

e UniProt-Peptide Search (https://www.uniprot.org/peptidesearch/),

e PepBank (http://pepbank.mgh.harvard.edu/search/basic),

e EROP-Moscow (http://erop.inbi.ras.ru/),
e PeptideAtlas

(https://db.systemshiology.net/sbheams/cqi/Peptide Atlas/Search? tab=1)

ornek verilebilir.

Gida kokenli biyoaktif peptitler i¢in 6zellestirilmis veri tabanlar1 ve ayrica proteinin
biyoaktivite profilinin tahmin edilebildigi platformlara da BIOPEP-UWM™
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep) ve FeptideDB

(http://www4q.biotec.or.th/FeptideDB/enzyme digestion.php) ornek verilebilir.

Calismada ise Peptitlerin tanimlanmasinda LC/Q-TOF/MS analizinde elde
edilen peptit dizilimleri BIOPEP-UWM (Profiles of Proteins Potential Biological
Activity) veritaban1 vasitasiyla islenerek peptitlerin aktiviteleri belirlenmistir.
Bilimsel caligmalar sonucunda tanimlanan peptit dizilimlerinin sayisi arttikga bu
dizilimlerin daha Once tanimlanan dizilimlerle karsilastirilmas: olasi eksikliklerin

zaman i¢inde giderilerek stirekli iyilestirilmesini saglanmaktadir.

5.2.7 DPPH Radikali ile Antioksidan Aktivite incelemesi

Bazi amino asitlerin varlifi ve peptit dizisindeki konumlari, peptitlerin

antioksidan aktiviteleri {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Aluko 2015). Tirozin (Y),
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histidin (H), triptofan (W) ve fenilalanin (F) gibi aromatik amino asitler ve valin,
16sin, metiyonin (M), glisin ve alanin gibi hidrofobik amino asitler, peptitin
antioksidan rolii i¢in gereklidir. Peptitler, hidrofobik amino asit ve dizilerinde bir
veya daha fazla histidin (H), prolin (P), sistein (C), tirozin (Y), triptofan (W),
fenilalanin (F) veya metiyonin (M) kalintis1 i¢eriyorlarsa antioksidan aktiviteye sahip
olabilirler. Serbest amino asitlerle karsilagtirlldiginda peptitlerin daha yiiksek
oksidasyonu, amino asit diziliminin kendisi tarafindan benzersiz kimyasal ve fiziksel

Ozelliklerine baglanmaktadir (Akbarian ve dig. 2022).

Elde edilmis olunan kokore¢ ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerinin bir
ifadesini gosteren DPPH radikalini giderme aktivitesi (antiradikal aktivite, %ARA)
Wang ve dig. (2003) yontemine uygun olarak gergeklestirilmistir. DPPH radikali,
koyu mor renk tasiyan kararli organik nitrojen radikallerinden biri olarak bilinmekte
ve renk kaybinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Buna gore, elde edilmis ekstraktlardan
0,1 ml almarak vialler icerisine eklenmistir. Inceleme icin 2 adet vial hazirlanmis
olup her bir viale 0,1 mM konsantrasyonlu 5 ml DPPH ¢ozeltisi eklenerek vorteks
aracilifiyla karistirma islemi yapilmistir. Hazirlanan karisim 27 °C ’de inkiibe
edilmistir. 20 dk beklendikten sonra 517 nm dalga boyu ayarlanarak absorbanslar
okunmustur. Spektrofotometre kullanilirken kor ¢ozelti olarak saf metanol, kontrol

¢ozeltisi olarak 0,1 ml su eklenmistir (Ergezer 2013).
Kalan DPPH yiizdesi asagida verilen formiille hesaplanmaktadir:

Akontrol — Adrnek

DPPH Radikal Yakalama Kapasitesi (%) = Akontrol ] x 100

A kontrol: Kontrol 6rneginin absorbansi

A ornek: Test 6rneginin absorbansi

5.2.8 Verilerin Istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel analizi; IBM SPSS Statistics 29.0. (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
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yapilmigtir. Bu analizin yapilmasindaki amag¢ aminoasit analizi sonucunda elde
edilen aminoasit tiirleri, 6rnek tiirleri ve elde edilen sonuglar arasinda iligki olup

olmadiginin tespit edilmesidir. Analizde kullanilan veri seti Sekil 5.3’te verilmistir.

&4 AMINOACIDTYPE gl CODE ¢ AMOUNT il SAMPLES

1 cystine 1,00 418 1
2  methionine 2,00 1,80 1
3 nomvaline 3,00 ,00 1
4  isoleucine 4,00 245 1
5 leucine 5,00 ,00 1
6 lysine 6,00 ,89 1
7  hdroxyproline 7,00 5,08 1
8  sarcosine 8,00 348 1
9 proline 9,00 212 1
10 cystine 1,00 .00 2
11 methionine 2,00 79 2
12  norvaline 3,00 3,24 2
13 isoleucine 4,00 ,00 2
14 leucine 5,00 2,07 2
15 lysine 6,00 76 2
16  hdroxyproline 7,00 5,24 2
17 sarcosine 8,00 ,00 2
18 proline 9,00 2,28 2
19  cystine 1,00 .00 12
20 methionine 2,00 78 12
21 nomvaline 3,00 2,75 12
22 | isoleucine 4,00 ,00 12
23 | leucine 5,00 1,68 12
24  lysine 6,00 1,13 12
25 hdroxyproline 7,00 10,76 12
26  sarcosine 8,00 ,00 12
27 proline 9,00 2,34 12

Sekil 5.3: SPSS'te tanimlanan veri seti

Tek yonli ANOVA  Analizi yapilirken Sekil 5.3’te  goriilen
‘AMINOACIDTYPE’ siitunundaki degerler ‘CODE’ siitununda numaralandirilarak
tanimlamada olusacak sorunlarin Oniine gecmek ve veri tiiplinde hata yapmamak
amaglanmistir. Bu mantikla ‘CODE’ siitunu bagiml degisken, ‘AMOUNT”’ siitunu

ise bagimsiz degisken olarak belirlenmistir.
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6. ARASTIRMA BULGULARI

6.1 HPLC ile Fraksiyon Toplama

Fraksiyon toplama, iiriin yiiklendikten sonra belirli bir siire boyunca artik
saflagtirilmis bir analit iceren eliiatin segici olarak toplanma islemidir. Kaplar, her
biri yalnizca tek bir analit piki toplayacak sekilde hareket ettirilerek uygun siselere
doldurulmustur. Analiz yapilirken her yiiklemede 1 veya 2 pik goriilmistiir. Bu
tiriinlerden fraksiyon toplanirken 1. Pik, 2. Pik, 1 ve 2. Pik olmak tizere 3 6rnek farkli
siselerde toplanarak HPLC-DAD ile aminoasit analizi yapilmasina zemin

olusturmaktadir.

HPLC’de goz Oniine alinan aminoasitler Proline ve Hydroxyproline’dir.
Toplamda 29 yiikleme yapilmis ve bunlardan {i¢iinii gosteren grafikler Sekil 6.1,
Sekil 6.2 ve Sekil 6.3’te verilmistir.

may Max intensity - 53,143
T54nm A 3

Sekil 6.1: HPLC 1. Yiikleme grafigi
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Max Intensity : 34,195

mAU
35-[Exiract-190nm,4nm (1.00) 2
2

Sekil 6.2: HPLC 5. Yiikleme grafigi

Wax intensity - 28,331

may
Extract-190nm nm (1.00]

025

47311

435654
LPREE

184

Sekil 6.3: HPLC 6. yiikleme grafigi
Sekil 6.1, Sekil 6.2 ve Sekil 6.3’te incelendiginde Prolinin varligina bakilarak

elde edilen pikleri goz Oniine alarak kokorecin antioksidan aktivite etkisi
olabilecegini soyleyebiliriz (Akbarian ve dig. 2022). Kokore¢ biyoaktif peptiti
icerisindeki diger aminoasitlerin tespiti ise HPLC-DAD ile aminoasit analizi

sonucunda goriilecektir.

6.2 HPLC-DAD ile Aminoasit Analizi

Gonderilen ornekler (1), (2) ve (1 2) olmak iizere 3 adettir. Tablo 6.1°de ise
analiz sonuclarina gore Ornek tiirlerinden elde edilen aminoasit tiirleri ve

konsantrasyonlariyla orantilt miktarlari (ug/mL) verilmistir.

Tablo 6.1: Aminoasit analizi sonuglari

1 (ng/mL) 2 (ng/mL) 12 (ng/mL)
cystine 4,18 0,00 0,00
methionine 1,80 0,79 0,78
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norvaline 0,00 3,24 2,75
isoleucine 2,45 0,00 0,00
leucine 0,00 2,07 1,68
lysine 0,89 0,76 1,13
hdroxyproline 5,08 5,24 10,76
sarcosine 3,48 0,00 0,00
proline 2,12 2,28 2,34

Ayrica analiz sonucunda Orneklere gore elde edilen pikleri gosteren analiz grafikleri

de EK A, EK B ve EK C’de verilmistir.

Elde edilen bulgulara gore Akbarian ve dig. (2022) metoduna gore kokoreg
icerisinde Leucine, Methionine, Proline, Cystine varlig: tespit edildiginden kokoreg
icerisindeki antioksidan peptitlerin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.

6.3 LC/Q-TOF /MS ile Biyoaktif Peptit Diziliminin Belirlenmesi

Peptitlerin tanimlanmasinda Agilent Teknolojisi’nden bir sivi kromatograf
(model 1260) ile birlestirilmis bir yiiksek hasssasiyetli kiitle spektrometresi Agilent
serisinden QTOF (Seri 6550) kullamlarak gerceklestirilmistir. Incelenen sonugta
pepsin enzimi goz oniinde bulundurulmustur. Tespit edilen peptit dizilimleri ve

grafikleri asagida verilmistir.

(A)PQLSY(G) 607,3086

x10 6 |Biomolecule 2: +ESI Scan (rt: 37.222 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.4: (A)PQLSY(G) dizilimli peptit grafigi
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(F)DIGSVCEF(L) 740,3284

x10 6 |Biomolecule 5: +ESI Scan (rt: 37.222 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.5: (F)DIGSVCF(L) dizilimli peptit grafigi
(I)KGHRGF(S) 701,3842
x10 6 |Biomolecule 7: +ESI Scan (rt: 37.392 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.6: (IN)KGHRGF(S) dizilimli peptit grafigi
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(W)KPVPCQI(C)  784,4386

x10 6 |Biomolecule 8: +ESI Scan (rt: 37.166 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.7: (W)KPVPCQI(C) dizilimli peptit grafigi

(L)GAPGPSGA(R) 613,294
(L)QGPPGSA(G) 613,294
(A)VSPPTL(S) 613,3556

x10 6 |Biomolecule 12: +ESI Scan (rt: 37.392 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.8: (L) GAPGPSGA(R), (L)QGPPGSA(G) ve (A)VSPPTL(S) dizilimli peptit grafigi
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(L)QGSNEIEI(R)  872,3996
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Biomolecule 25: +ESI Scan (rt: 36.600 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.9: (L)QGSNEIEI(R) dizilimli peptit grafigi

(F)PGPKGAA(G) 597,3355
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Biomolecule 26: +ESI Scan (rt: 34.167 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d

<
o
n
~
[32]
O
o
<
52
N P ~
o : [{e}
o @ =]
N = <
@ I
o [Se BN
2 = 8 ©
~2 888 2RSS
0 3 N Y9N NNQ Y
< - NN D :
[=3Te] 0 | mg
27 LB LS
C b bbb Llasall,
T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 6.10: (F)PGPKGAA(G) dizilimli peptit grafigi
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(L)CDDVI(C) 564,2334

x10 6 |Biomolecule 28: +ESI Scan (rt: 37.675 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.11: (L)CDDVI(C) dizilimli peptit grafigi

(A)DGQPGA(K) 544,2362
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Sekil 6.12: (A)DGQPGA(K) dizilimli peptit grafigi

(L)SAHGPPA(L) 636,31
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Biomolecule 30: +ESI Scan (rt: 37.222 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.13: (L)SAHGPPA(L) dizilimli peptit grafigi
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(ANGAPGI(A) 528,2776

(10 6 |Biomolecule 32: +ESI Scan (rt: 30.093 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.14: (A)NGAPGI(A) dizilimli peptit grafigi

(1)GSVCF(L) 512,2173

10 6 |Biomolecule 33: +ESI Scan (rt: 35.298 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.15: (1)GSVCF(L) dizilimli peptit grafigi
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(L)cDDVI(C) 564,2334
10 6 |Biomolecule 41: +ESI Scan (rt: 12.441 min) Frag=300.0V sample 10 ev.d
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Sekil 6.16: (L)CDDVI(C) dizilimli peptit grafigi
Sekil 6.4’ten Sekil 6.16’ya kadar verilen gorsellerde analiz sonucu alinan

fraksiyonlar ve tespit edilen peptit dizilimleri gosterilmistir. Ornegin Sekil 6.16’daki
564,2324 degerinin birimi Da olup kiitle degerini gostermektedir, bu gosterim diger

dizilimler i¢in de ayn1 bakis agis1 ile incelenmelidir.

6.4 Biyoaktif Peptit Veritabam ile Peptitlerin Tanimlanmasi

LC/Q-TOF /MS ile belirlenen peptit dizilimlerine gére BIOPEP-UWM’de

aratma yapilarak bulunan peptit aktiviteleri belirlenerek Tablo 6.2°de gosterilmistir.

Tablo 6.2: Peptit dizilimlerine gore aktiviteleri (Minkiewicz ve dig. 2019)

Protein Dizilimi: Aktivite:

ACE inhibitor, antiamnestic, antithrombotic, dipeptidyl
(A)DDGQPGA(K) peptidase 1V inhibitor, neuropeptide, PAM inhibitor,
regiilator

ACE inhibitor, antiamnestic, antithrombotic, dipeptidyl

(AINGAPGI(A) peptidase 1V inhibitor, PAM inhibitor, regulator

(A)PQLSY(G) ACE inhibitor, dipeptidyl peptidase 1V inhibitor

ACE inhibitor, alpha-glucosidase inhibitor, dipeptidyl

(A)VSPPTL(S) peptidase IV inhibitor

(F)DIGSVCF(L) ACE inhibitor, dipeptidyl peptidase IV inhibitor

ACE inhibitor, antiamnestic, antioxidative, antithrombotic,
(F)PGPKGAA(G) |chemotactic, dipeptidyl peptidase 1V inhibitor, hypotensive,
inhibitor, PAM inhibitor, regiilator

(DGSVCF(L) ACE inhibitor, dipeptidyl peptidase 1V inhibitor

ACE inhibitor, dipeptidyl peptidase 11 inhibitor, dipeptidyl

(DKGHRGF(S) peptidase 1V inhibitor, Leucyltransferase inhibitor
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(L)YCDDVI(C)

dipeptidyl peptidase IV inhibitor

ACE inhibitor, antiamnestic, antithrombotic, chemotactic,

(L)GAPGPSGA(R) |dipeptidyl peptidase IV inhibitor, inhibitor, PAM inhibitor,
regiilator
ACE inhibitor, alpha-glucosidase inhibitor, antiamnestic,
(L)YQGPPGSA(G) antioxidative, antithrombotic, dipeptidyl peptidase 1V

inhibitor, PAM inhibitor, regiilator

(L)QGSNEIEI(R)

ACE inhibitor, dipeptidyl peptidase IV inhibitor

(L)SAHGPPA(L)

ACE inhibitor, alpha-glucosidase inhibitor, antiamnestic,
antioxidative, antithrombotic, dipeptidyl peptidase 1V
inhibitor, regiilator

(W)KPVPCQI(C)

ACE inhibitor, antioxidative, dipeptidyl peptidase IV
inhibitor

6.5 DPPH ile Antioksidan Aktivite

0,1 mM DPPH igin;

0,1

mmol g 1L mg

x394,32molx Toooml 0,394 —

Analiz i¢in 20 ml antioksidan aktivite tayini i¢in yeterli gelecekse;

20x 0,394 = 7,88mg

0,00788 g olarak tartilacak miktar belirlendi. Spektrofotometrede metotta

anlatildig1 gibi triinler yerlestirilip absorbansi 517 nm olacak sekilde ayarlanip

okuma yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 6.3’te verilmistir.

Sonug olarak;

Tablo 6.3: Spektrofotometrede okunan degerler

Numune 6rnegi absorbans: 3,4362

Kontrol 6rneginin absorbans: 3,9133

Formiile gore yapilan hesaplama asagidaki gibidir;

%ARA = [(3,9133 — 3,4362) / 3,9133] x 100
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%ARA = 0,1219 x 100

%ARA = 12,19

Hesaplama sonucunda DPPH katsayisi 0,1219 bulunmustur.

Analiz yapilirken ¢ikan Aminoasit Analizinde tespit edilen Aminoasit tiirleri

Tablo 6.4’te gosterildigi gibi kodlanmustir.

6.6 Aminoasit Analizi Sonuclarimn Istatistiksel Analizi

Tablo 6.4: SPSS aminoasit ad1 kodlama

Aminoasit Adlandirmasi

Verilen Kod

Cystine

Methionine

Norvaline

Isoleucine

Leucine

Lysine

Hdroxyproline

Sarcosine

Proline

O O N| O O | W N -

Tek yonlii ANOVA uygulanarak bagimli ve bagimsiz degiskenler {izerinden

Tablo 6.5: ANOVA sonucuna gore veri tanimlamalart

yapilan analiz sonucu Tablo 6.5’te verilmistir.

MIKTAR Ornek Sayisi Ortalama Standart Standart Hata
Sapma
1,00 3 1,3933 2,4133 1,3933
2,00 3 1,1233 0,5860 0,3383
3,00 3 1,9967 1,7463 1,0083
4,00 3 0,8167 1,4145 0,8166
5,00 3 1,2500 1,0999 0,6350
6,00 3 0,9267 0,1877 0,1083
7,00 3 7,0267 3,2341 1,8672
8,00 3 1,1600 2,0091 1,1600
9,00 3 1,2467 0,1137 0,0656
Toplam 27 1,9933 2,3599 0,4541
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Tablo 6.5 incelendiginde ortaya g¢ikan 9 gesit aminoasitin; Ornek sayisi,
ortalama, standart sapma degerlerine ulasilmistir. Burada konsantrasyonla orantili
bulunma kiitlesi en fazla olan aminoasitin 7 koduna sahip Hdroxyproline oldugu; en

azin ise 4 koduna sahip Isoleucine oldugu tespit edilmistir.

Aminoasit Adlarina gére Miktarin Basit Cubuk Ortalamasi

8,00
5,00

4,00

Ortalama Miktar

2,00

0,00
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Sekil 6.17: Tespit edilen aminoasitlerin grafik gosterimi

Sekil 6.17°de HPLC-DAD ile yapilmis olan Aminoasit diziliminde tespit

edilmis Aminoasitlerin bulunma Kkiitlelerinin gdsterimi i¢in grafik ydntemi

kullanilmistir.
Tablo 6.6: ANOVA sonuglari
Kareler Serbestlik | Kareler F Sigma
toplami Derecesi Ortalamasi
(df)

Gruplar 90,855 8 11,357 3,789 ,009
Arasi
Grup igi 53,946 18 2,997
Toplam 144,801 26

Tablo 6.6 incelendiginde Sigma degeri 0,009 olarak bulunmustur. Bu deger
0,05’ten kiigiik oldugu i¢in 6rneklerde ¢ikan aminoasit tiirlerinin miktarlar1 arasinda

kuvvetli farklilik vardir diyebiliriz.
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7. TARTISMA

Bu tez calismasinda bazi durumlar saptanmistir; Oncelikle ekstraksiyon
hazirlama isleminden beri yapilacak her analizde 3’ten fazla 6rnekle paralel gidilerek
caligmanin giivenligi artirilmalidir. Bu onemli bir noktadir ¢iinkii ¢alkalamali su
banyosu, santriflij gibi hareketli sistemlerde veya dondurarak kurutma gibi giiclii 1s1l
islemlerde; hazirlanan numunenin ugmasi, sisesinin kirilmasi gibi beklenmeyen
durumlar goriilebilmektedir. Bu durumlarin analiz faaliyetlerinde aksamaya sebep
olmasini engellemek icin az dnce bahsedilen paralel ¢aligmalarin yapilmasi oldukga

Onem tasimaktadir.

Dondurarak kurutma isleminde hazirlanan metot 12 saat Liyoflizatorde
bekletmek olsa da her 4 saatte bir 6rnekler kontrol edilerek asir1 kurumanin oniine
gecilmelidir. Aksi taktirde iirlin fazla kuruyarak numune sisesine yapisip sertlesecek
ve kazinmasi zor olacaktir. Icerisindeki ¢dzelti tamamen ugup iiriin kuru hale

geldiginde kontrollii bir sekilde dondurarak kurutma islemi tamamlanabilir.

HPLC ile fraksiyon toplama islemi yapilirken kolonun yeni olmasi, fazla
veya az yliklemeden kaginilmasi, mobil fazin yeni hazirlanmis olmasi analizde alinan

piklerin daha dogru goriinmesini saglayacaktir.

Tez taslaginda HPLC-DAD ile Aminoasit analizi yapilmak yer almamaktaydi
fakat biyoaktif peptitler incelenirken konunun daha net anlasilmasi i¢in aminoasit
tiirlerinin g6z ardi edilmemesi gerektigi diisiiniildiiglinden calisma konusunda bu

analiz de dahil edilmistir.

Aminoasit aktivitenin incelenmesi i¢in kullanilan DPPH katsayis1 sonucu
0,12 bulundu. Ayrica Leucine, Methionine, Proline, Cystine aminoasitlerin
bulunmasi ile antioksidan aktivite hakkinda yorumlarda bulunuldu. Buradan kokore¢
icerisindeki biyoaktif peptitlerin antioksidan 6zellik gosterdigini fakat bunun c¢ok
kuvvetli olmadigimi sdyleyebiliriz. Kesin olarak belirlemek i¢in peptit dizilimleri ile

detayli analizlere bagvurulabilir.
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Jang ve dig. (2008), ticari enzimler kullanilarak sigir sarkoplazmik protein
hidrolizatlarindan ayristirilarak yiiksek anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE)
inhibitor etkisine sahip dort peptit elde etmislerdir. Bu peptitler iizerinde
antimikrobiyal aktiviteye sahip sigir sarkoplazmik proteinlerinden tiiretilen birkag
peptit bulmustur. Bunlar GFHI, DFHING, FHG ve GLSDGEWQ olarak tanimlanmis
ve ACE'ye kars1 %50 inhibisyon konsantrasyon (IC50) degerleri sirasiyla 117, 64,3,
52,9 ve 50,5 Ig/ml olarak bulunmustur. Bu peptitler sentezlenmis ve bu dort peptidin
antimikrobiyal, kanser hiicrelerine kars: sitotoksik etki ve makrofaj uyarici etki dahil
olmak tizere diger biyolojik aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. ACE inhibitor peptitlerin hem

antimikrobiyal hem de kanser hiicresi sitotoksik etkilerinin olmas1 beklenmektedir.

Dogrudan etten elde edilen biyoaktif bir peptidin 6énemli bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu kanitlayan ¢ok az bilinen bir makale vardir (Bhat, Z. F. ve
dig. 2015).

Bu calisma sonuglar1 incelendiginde de kokorecten elde edilen biyoaktif
peptitlerde de sigir etindeki gibi antimikrobiyal aktivite bulunmadigi; ACE inhibitér,
antiamnestik, antioksidatif, antitrombotik aktivitelerin  yogunlukta oldugu
sOylenebilir. Bu c¢alisma ile biyoaktif peptitlerde kokorecin bir¢ok aktivite gosterdigi
kanitlandigindan saglik, kozmetik, gida gibi sektorlerde nasil degerlendirilebilecegi

de diger calismalara yon gosterebilir.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda kuzu kokoreci numunesi alinarak biyoaktif peptitlerinin
aciga cikartilarak aminoasit igerigi, biyoaktif peptit akitiviteleri ve antioksidan
aktivitesi arastirilmistir. Bu amacla kokore¢ 6rneginin suda ¢oziinen ekstraktlarinin
hazirlanmasi i¢in homojen hale getirme ve asitle 6n uygulamaya maruz birakma
islemleri yapilmistir. Su banyosundan ve filtreden gegirme islemleri de
tamamlanarak ¢o6zeltinin buharlastirilmasi i¢in 45°C'de vakum altinda ¢ozeltinin
buharlastirilmas1 amaciyla evapore edilmistir. Elde edilen konsantrat dondurularak
kurutulmus ve kuru materyal -20°C'de bir sonraki analize kadar saklanmistir. Bir
sonraki analiz olan ortamda enzimatik hidroliz in vitro ortamda yapilarak pepsin ve
tripsin enzimleriyle peptitlerin biyoaktif hale getirilmesi saglanmistir. Bir sonraki
asamada HPLC ile Prolin ve Hydroxyprolin varligim1 kontrol etme ve fraksiyon
toplama islemleri yapilmistir. Toplanan fraksiyonlar 3 adet numune olacak sekilde
siselenerek -20°C'de muhafaza edilmistir. Burada incelenen {iriin igerisinde Prolin ve
Hydroxyprolin varligr kanitlanarak diger aminoasitlerin de tanimlanmasi ig¢in
ornekler Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari Uyg. ve
Ars. Merkezi’ne gonderilerek HPLC-DAD ile Aminoasit Analizi ve LC/Q-TOF/MS
ile Peptit Analizi yapilmistir. HPLC-DAD analizi yapilirken 150 mm Kolon, 2 adet

mobil faz ve 1 adet sabit faz kullanilmistir.

Aminoasit analizi sonucunda kokoregteki biyoaktif peptit icerigindeki
aminoasitler su sekilde tespit edilmistir: cystine, methionine, norvaline, isoleucine,
leucine, lysine, hdroxyproline, sarcosine, proline. Bu aminoasitlerin bulunma durumu

ve miktar1 6rneklere gore degisiklik gostermistir.

LC/Q-TOF/MS ile yapilan analiz sonucunda ise kokoregte bulunana biyoaktif
peptitler ve kiitleleri bulunarak peptit dizilimi elde edilmistir. Bulunan sonuglar
incelenerek BIOPEP-UWM veri tabaninda islenerek her peptit diziliminin
aktiviteleri tespit edilmistir. Buradan ¢ikartilan sonugta kokorecin igerisindeki
biyoaktif peptitlerin farkli seviyelerde; ACE inhibitorii, alfa-glukozidaz inhibitori,
antiamnestik, antioksidatif, antitrombotik, kemotaktik, dipeptidil peptidaz 1l

inhibitorii, dipeptidil peptidaz IV inhibitorii, hipotansif inhibitor, 16siltransferaz
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inhibitorii, noropeptid, PAM inhibitorii, diizenleyici aktiviteye sahip olabilecegi

distiniilmistiir.

Bir sonraki inceleme konusu olan Antioksidan aktivite i¢in spektrofotometre
ile degerler okunarak DPPH metodu ile antiradikal aktivite degeri 0,12 olarak

bulunmustur.

Son olarak analiz sonuglar1 arasindaki iliskinin tespit edilmesi i¢in tek yonli
ANOVA Analizi yapilarak 6rneklemlere gore aminoasit miktarlar1 arasinda kuvvetli

farklilik oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alisma sonucunda, yapilacak diger ¢alismalar i¢in bazi yorum ve Oneriler

asagida listelenmistir:

. Kokore¢ icin LC-MS analizi yapilarak peptit dizilimi yapilmak
amaclanmistt fakat analizin {riin i¢in uygun olmadigi doniti alindigi igin
yapilamadi. Bir sonraki ¢aligmalar i¢in bu analizin de eklenerek peptit dizilimlerinin
bulunmasiyla biyoaktif peptit icindeki tiim aktivitelerin incelenmesiyle ¢alismanin

zenginlestirilmesi,

. Kokoreg orneklerinin sigir ve kuzu olmak iizere ya da birden farkli

yerden farkli kuzu kokoreci 6rnegi alinarak kiyaslamalarin yapilmasi,

. Kokore¢ ve diger sakatat tiirlerinden Ornekler secilip biyoaktif
analizlerinin yapilarak farkli sakatat tiirleri arasinda antikanserojen etki gosteren
sakatatlarin aktivitelerinin kiyaslanarak genis bir bakis acisinin saglanmasi tavsiye

edilmektedir.

51



9. KAYNAKLAR

Adje, E.Y., Balti, R., Kouach, M., Guillochon, D., and Nedjar-Arroume, N.,”
a 67-106 of Bovine hemoglobin: A new family of antimicrobial and angiotensin 1-
converting enzyme inhibitory peptides”, Eur. Food Res. Technol, 232, 637646, doi:
10.1007/s00217-011-1430-z, (2011).

AdvanceBio (Anonymous), https://www.agilent.com/en/product/biopharma-
hplc-analysis/amino-acid-cell-culture-analysis/advancebio-amino-acid-analysis-aaa,
AdvanceBio Amino Acid Analysis (AAA), (Accessed on 23 November 2023).

Akbarian, M., Khani, A., Eghbalpour, S., and Uversky, V.N., “Bioactive
peptides: synthesis, sources, applications, and proposed mechanisms of action”, Int.
J. Mol. Sci., 23, 1445, doi: 10.3390/ijms23031445, (2022).

Akgdl, M., Alan S., ve Oksiiztepe, G., “Elaz1g’da tiiketime sunulan

kokoreglerin mikrobiyolojik kalitesi”, Firat Universitesi Saghk Bilimleri Veteriner

Dergisi, 37 (2), 114-121, (2023).

Akhmadeeva, L., “Farkli kaynaklardan enzimatik hidroliz yoluyla biyoaktif
peptid eldesi ve biyolojik etkinliklerinin incelenmesi”, Ege Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, (2018).

Aluko, R., “Amino acids, peptides, and proteins as antioxidants for food
preservation.” In Handbook of Antioxidants for Food Preservation, Elsevier:
Amsterdam, The Neterlands, 105-140, (2015).

Anil M, Kilic O, Baskaya D, Dincer M, and Aydin, G., “Samsun Ondokuz
Mayis Universitesi dgrencilerinin  fast-food tipi beslenme aliskanligi”. In:

Proceedings of the Samsun Symposium, Samsun, Turkey, (2011).

Arihara, K. and Ohata, M., “Bioactive compounds in meat”, In: Toldra, F.
(eds), Meat Biotechnology; Springer, New York, NY. DOI: 10.1007/978-0-387-
79382-5 11, (2008).

52


http://dx.doi.org/10.3390/ijms23031445

Babaoglu, A. S., Karakaya, M. and Oz, F., “Formation of polycyclic aromatic
hydrocarbons in beef and lamb kokorec: Effects of different animal fats”, Int. J.
Food Prop., 20:9, 1960-1970, doi:10.1080/10942912.2016.1225761, (2017).

Badii, F. and Howell, N.K., “Fish gelatin: structure, gelling properties and
interaction with egg albumen proteins”, School of Biomedical and Molecular
Sciences, University of Surrey, Food Hydrocoll., 20, 630-640, doi:
10.1016/j.foodhyd.2005.06.006, (2006).

Barberis, S.E., Origone, A.L., Adaro, M.O., and Bersi, G., “Bioactive
peptides as functional food ingredients”, In: Grumezescu AM, Holban AM, editors.
Role of Materials Science in Food Bioengineering, London, United Kingdom:
Elsevier, 147-86, (2018).

Besharati, M., and Lackner, M., “Bioactive peptides: a review”, The
EuroBiotech Journal, 7 (4), 176-188, DOI: 10.2478/ebtj-2023-0013, (2023).

Bhat, Z. F., Kumar, S. and Bhat, H. F., “Bioactive peptides of animal origin:
A review”, J. Food Sci. Technol, 52 (9), 5377-5392, (2015).

Bilgin, B., Makarnaci, N., Palabiyik, 1., “The effect of different cooking
process on microbiological quality of kokorec”, International Journal of Research in
Engineering and Technology (1JRET), 5 (5), 2319-1163, (2016).

Bizzotto, E., Zampieri, G., and Treu, L. “Classification of bioactive peptides:
a comparative analysis of models and encodings”, Department of Biology, University
of Padua, via U. Bassi 58/b, 35131 Padova, Italy, DOI: 10.1101/2023.10.04.560809,
(2023).

Castellano, P., Aristoy, M.-C., Sentandreu, M. A., Vignolo, G. and Toldr4,
F., “Peptides with angiotensin 1 converting enzyme (ace) inhibitory activity
generated from porcine skeletal muscle proteins by the action of meat-borne
lactobacillus™, J. Proteomics, 89, 183-190, (2013).

53



Chakrabarti, S., Guha, S., and Majumder, K., “Food-derived bioactive
peptides in human health: challenges and opportunities”, Nutrients, 10(11), 1738,
(2018).

Chen, H.-M., Muramoto, K., Yamauchi, F., Fujimoto, K., and Nokihara, K.,
“Antioxidative properties of histidine-containing peptides designed from peptide
fragments found in the digests of a soybean protein”, J. Agric, Food Chem., 46, 49—
53, (1998).

Daliri, E., Oh, D. H., and Lee, B. H., “Bioactive peptides”, Foods, 6 (32),
DOI: 10.3390/fo0ds6050032, (2017).

De Mejia, E., and Dia. V. P., “The role of nutraceutical proteins and peptides
in apoptosis, angiogenesis, and metastasis of cancer cells”, Cancer And Metastasis
Reviews, 29, 511-528, (2010).

Decker, E. H., Elliott, S., Smith, F. A., Blake, D. R. and Rowland, F. S.,
“Energy and material flow through the urban ecosystem” Annu. Rev. Energy
Environ. 25 (1), 685-740, (2000).

Doyuk, F., and Dost, K., “Simultaneous determination of six antibiotics
belonging to four different classes in chicken meat by HPLC/DAD and verification
by LC-MS/MS”, Food Chem., 426, DOI: 10.1016/j.foodchem.2023.136549, (2023).

Edebali, E., Ozdemir, S. ve Ozdemir, C., “Siit ve siit iiriinlerinde bulunan
biyoaktif peptitler ve insan saghgi iizerine”, Igdir Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii Dergisi, 11(1), 268-280, DOI: 10.21597/jist.698331, (2021).

Ege Matal (12.01.2024 tarihinde erisildi), Ege Universitesi Merkezi
Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi,
Kromatografi ve Spektroskopi Laboratuvari,

https://eqgematal.eqe.edu.tr/files/egematal/icerik/LC-MS1.pdf

Ergezer, H., “Enginar atiklarindan elde edilen ekstraktin ¢ig ve pisirilmis
koftelerde antioksidatif etkilerinin arastirilmas1”, Ege Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii, Gida Mithendisligi Ana Bilim Dali, Doktora Tezi, (2013).

54


https://egematal.ege.edu.tr/files/egematal/icerik/LC-MS1.pdf

Escudero, E., Mora, L., Fraser, P. D., Aristoy, M. C., and Toldra, F.,
“Identification of novel antioxidant peptides generated in spanish dry-cured ham”,
Food Chem., 138, 2-3, 1282-1288, DOI:10.1111/j.1365-2621.2003.th14115.x,
(2013).

Farag, M., Alagawany, M., El-Hack, M., Tiwari, R. and Dhama, K.,
“Identification of different animal species in meat and meat products- Trends and
advances”, Adv. Anim. Vet. Sci., 3, 334-346, (2015).

Gathercole, J., Maes, E., Thomas, A., Wieliczko, R., Grosvenor, A., Haines,
S., Clerens, S. and Dep-Choudhury, A., “Unlocking the bioactivity of meat proteins:
Comparison of meat and meat hydrolysate via simulated gastrointestinal digestion”,
J. Proteomics, 273, DOI: 10.1016/j.jprot.2022.104806, (2023).

Haegerstam, G.A., “Pathophysiology of bone pain: A review”, Acta Orthop.
Scand., 72, 308-317, (2001).

Imofeeva, 1., Timofeev, S., Moskvin, L., and Bulatoz, A., “A dispersive
liquid-liquid microextraction using a switchable polarity dispersive solvent.
Automated HPLC-FLD determination of ofloxacin in chicken meat”, Anal. Chim.
Acta, 949, 35-42, DOI: 10.1016/j.aca.2016.11.018, (2017).

Jang, A, Jo, C., Kang, K.-S. and Lee, M., “Antimicrobial and human cancer
cell cytotoxic effect of synthetic angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory
peptides”, Food Chem., 107 (1), 327-336, (2008).

Kaba, N., Corapci, B., and Eryasar K., “Production of kokore¢ from rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) and determination of shelf life”,
Biyoloji Bilimleri Arastirma Dergisi, 6 (2), 1308-3961, (2013).

Kara, R., Aslan, S., Yaman, H., ve Akkaya, L., “Afyonkarahisar’da tiiketime
sunulan kokoreglerin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi”, Kocatepe Veterinerlik
Dergisi, 6(1), DOI: 10.5578/kvj.5340, (2013).

55



Keska, P., Wojciak, K. M., and Stadnik, J., “Bioactive peptides from beef
products fermented by acid whey — In Vitro and in silico study”, Sci. Agric., 76 (4),
311-320, (2019).

Kitts, D. and Weiler, K., “Bioactive proteins and peptides from food sources.
applications of Dbioprocesses used in 1solation and recovery”, Current

Pharmaceutical Design, 9, 1309-1323, (2003).

Li, X.X., Han, L.J., and Chen, L.J., “In vitro antioxidant activity of protein
hydrolysates prepared from corn gluten meal”, J. Sci. Food Agric, 88, 16601666,
(2008).

Lundberg, U, “Stress, subjective and objective health”, Int. J. Soc. Welf., 15,
41-48, (2006).

Madhu, M., Kumar, D., Sirohi, R., Tarafdar, A., Dhewa, T., Aluko, R.E.,
Badgujar, P.C. and Awasthi, M.K., “Bioactive peptides from meat: current status on
production, biological activity, safety, and regulatory framework”, Chemosphere,
307, DOI: 10.1016/j.chemosphere.2022.135650, (2022).

Mazorra-Manzano, M. A., Ramirez-Suarez, J. C., and Yada, R. Y., “Plant
proteases for bioactive peptides release: A Review”, Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 1-17,
(2017).

Mendis, E., Rajapakse, N., and Kim, S.-K., “Antioxidant properties of a
radical-scavenging peptide purified from enzymatically prepared fish skin gelatin
hydrolysate”, J. Agric. Food Chem., 53, 581-587, (2005).

Milan, B. Z., Marija, B., Jelena, I., Marija, D., Radmilla, M. and Tatjana, B.,
“Bioactive peptides from meat and their influence on human health”, Technologija

Mesa, 1 (2), 8-21, DOI: 10.5937/tehmesal401008B, (2014).

Minkiewicz P., Iwaniak A., and Darewicz M., “BIOPEP-UWM database of
bioactive peptides: current opportunities”, Int. J. Mol. Sci., 20, 5978, DOI:
10,3390/ijms20235978, (2019).

56



Morimatsu, F., Ito, M., Budijanto, S., Watanabe, I., Furukawa, Y. and
Kimura, S., “Plasma cholesterol suppressing effect of papain-hydrolyzed pork meat
in rats fed hypercholesterolemic diet”, J. Nutr. Sci. Vitaminol. (Tokyo)., 42 (2), 145—
153, (1996).

Ngoc, L.T.N., Moon, J.-Y., and Lee, Y.-C., “Insights into bioactive peptides
in cosmetics”, Cosmetics, 10, 111, DOI: 10.3390/cosmetics10040111, (2023).

Osborne, R., Mcildowie, M.J., and Edwards, J.D., “Skin care product and
method of use 20187, U.S. Patent No 10,034,827, (2018).

Otte, J., Shalaby, S. M., Zakora, M., Nielsen, M. S., “Fractionation and
identification of ACE-inhibitory peptides from a-lactalbumin and p-casein produced
by thermolysin-catalysed hydrolysis”, International Dairy Journal, 17(12), 1460-
1472, (2007).

Ozcan, Yardim, D., “Inek, Koyun ve Keg¢i Siitlerinden Uretilen Van Otlu
Peynirlerinin Biyoaktif Peptit Profillerinin Belirlenmesi”, Yildiz Teknik Universitesi,
Gida Miihendisligi Anabilim Dali, Gida Miihendisligi Programi, Doktora Tezi,
(2023).

Oztan A., Et Bilimi ve Teknolojisi, TMMOB Gida Miihendisleri Odasi
Yayinlari, Ankara, Yayin No:1, 78-81, (2005).

Papo, N. and Shai, Y., “Can we predict biological activity of antimicrobial
peptides from their interactions with model phospholipid membranes?”, Peptides, 24,
1693-1703, (2003).

Pedrouso, M. L., Zaky, A.A., Lorenzo, J.M., Camina, M. and Franco, D., “A
review on bioactive peptides derived from meat and by-products: Extraction
methods, biological activities, applications and limitations”, Meat Science, 204 (10),
DOI: 10.1016/j.meatsci.2023.109278, (2023).

Pitkdnen, A., Kharatishvili, 1., Karhunen, H., Lukasiuk, K., Immonen, R.,
Nairismégi, J., Gréhn, O., and Nissinen, J., “Epileptogenesis in experimental
models”, Epilepsia, 48, 13-20, (2007).

57



Pradeepa, R., and Mohan, V., “Hypertension & Pre-hypertension in
developing countries”, Indian J. Med. Res., 128, 688, (2008).

Pruimboom, L., and Van Dam, A., “Chronic pain: A Non-use disease”, Med.
Hypotheses, 68, 506-511, (2007).

Purchas, R. W., Rutherfurd, S. M., Pearce, P. D., Vather, R. and Wilkinson,
B. H. P., “Concentrations in beef and lamb of taurine, carnosine, coenzyme ¢(10),
and creatine”, Meat Sci., 66 (3), 629-37, (2004).

Purchas, R. W., and Busboom, J. R., “The effect of production system and

age on levels of iron, taurine, carnosine, coenzyme q10 and creatine in beef muscles
and liver”, Meat Sci., 70 (4), 589-596, (2005).

Ranathunga, S., Rajapakse, N., and Kim, S.-K., “Purification and
characterization of antioxidative peptide derived from muscle of conger eel (Conger
myriaster)”, Eur. Food Res. Technol., 222, 310-315, (2006).

Rashid, H.A., “Hydrolysis of bioactive peptides from bulgur waste”,
Gaziantep University, Natural and Applied Sciences, Food Engineering, Master
Degree, (2020).

Rezaharsamto, B., and Subroto, E., “A review on bioactive peptides derived
from various sources of meat and meat by-products”, International Journal of
Scientific & Technology Research, 8 (12), 2277-8616, (2019).

Rizwan, D., Masoodi, F. A., Wani, S. M., and Mir, S. A “Bioactive peptides
from fermented foods and their relevance in COVID-19 mitigation”, Food
Production, Processing and Nutrition, 5, 53, DOI: 10.1186/s43014-023-00165-w,
(2023).

Sato, H., Feix, J.B., and Frank, D.W., “Identification of superoxide dismutase
as a cofactor for the pseudomonas Type Ill Toxin”, ExoU. Biochemistry, 45, 10368—
10375, (2006).

58



Sewald, N. and Jakubke, H., “Peptide synthesis”, In: Peptides: Chemistry and
Biology, Weinheim, Germany: Wiley-VCH Verlag GmbH & CO, KGaA, 175-315,
DOI:10.1002/352760068X, (2002)

Shimada, S., Inoue, Y. T. and Sakuta, M., “Anthocyanidin synthase in non-
anthocyanin-producing”, Caryophyllales species, 44 (6), 950-959, DOI:
10.1111/j.1365-313X.2005.02574.x, (2005).

Shimizu, M., Sawashita, N., Morimatsu, F., Ichikawa, J., Taguchi, Y., ljiri, Y.
and Yamamoto, J., “Antithrombotic papain hydrolyzed peptides 1solated from pork
meat”, Thromb. Res., 123 (5), 753-757, (2009).

Sohaib, M., Anjum, F. M., Sahar, A., Arshad, M. S., Rahman, U. U., Imran,
A. and Hussain, S., “Antioxidant proteins and peptides to enhance the oxidative
stability of meat and meat products: A Comprehensive Review”, Int. J. Food Prop.,
20, 2581-2593, DOI: 10.1080/ 10942912.2016.1246456, (2017).

Song, R., Jia, Z., Shi, Q., Wei, R. and Dong, S., “Identification of bioactive
peptides from half-fin anchovy (Setipinna Taty) hydrolysates and further

modification using maillard reaction to improve antibacterial activities”, J. Funct.

Foods, 58, 161-171, DOI: 10.1016/j.jff.2019.05.001, (2019).

Sultan, S., Huma, N., Butt, M.S., Aleem, M., and Abbas, M., “Therapeutic
potential of dairy bioactive peptides: a Contemporary perspective”, Crit Rev Food
Sci Nutr., 58(1), 105-15, (2018).

Susanto, E., Fadlillah, A., and Amin, M. F., “Synthesis, extraction and
idetification of meat bioactive peptides: a review”, 2nd International Conference on
Animal Production for Food Sustainability, I0P Conf. Series: Earth and
Environmental Science, 888, DOI: 10.1088/1755-1315/888/1/012058, (2021)

Temelli, S., Saltan, Evrensel, S., Anar, S., ve Tayar, M., “Bursa’da tiiketilen

kokoreglerin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi”, Istanbul Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Dergisi. 28(2), 467-473, (2002).

59



Thoresen, P.P., Alvarez, R.G., Vaka, M.R., Rustad, T., Sone, I. and
Fernandez, E.N., “Potential of innovative pre-treatment technologies for the
revalorisation of residual materials from the chicken industry through enzymatic
hydrolysis”, Innov Food Sci Emerg Technol, 64, DOI: 10.1016/j.ifset.2020.102377,
(2020).

Unal, M.U., Sener, A., ve Cemek, K. (2018), “Biyoaktif peptitlerin saglik
tizerine etkileri”, GIDA, 43 (6), 930-942, DOI: 10.15237/gida.GD18048, (2018).

Wootton, M., “Morphine is not the only analgesic in palliative care:
Literature review ”, J. Adv. Nurs., 45, 527-532, (2004).

Yalgin, E., ve Rakicioglu, N., “Biyoaktif besin peptitleri ve saglik {izerine
etkileri”, Diizce Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 10 (2), 241-246,
(2020).

Yardim, N., Kocadag, S., Kelat, E. Z., Adigiizel, O. S., Atabey, M., ve Sayg,
M., “Birinci basamak saglik kurumlari i¢in obezite ve diyabet klinik rehberi. tiirkiye

halk saglig1 kurumu”, Yayin No 1070, (2017).

Yergoz, F., “Bioactive peptide nanofibers for acceleration of burn wound
healing”, Bilkent University, Engineering and Scince, Materials Science and

Nanotechnology, Master Degree, (2017).

60



EKLER

61



10. EKLER

EKA

P

suisooies - sw

)

sunoidixoipiy - —.Fﬂ.w

62

R

|= | sunsio - gL di —]

Sekil A.1: Ornek 1’in HPLC-DAD dedektor grafigi
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Sekil B.1: Ornek 2’nin HPLC-DAD dedektér grafigi
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Sekil C.1: Ornek (1 ve 2)’nin HPLC-DAD dedektér grafigi
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