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In this study, the potential of sunflower protein hydrolysates to inhibit angiotensin converting enzyme
(ACE) and dipeptidyl peptidase-1V (DPP-1V) enzyme was determined. Sunflower protein isolate was
hydrolyzed with Alcalase and Trypsin+Chymotrypsin enzymes and the obtained protein hydrolysates
were fractionated by ultrafiltration (<5 kDa and >5 kDa). The degrees of hydrolysis achieved by
Alcalase and Trypsin+Chymotrypsin enzymes were 27% and 13%, respectively. The most potent
ACE inhibitory activity (1Cs0=0.06 + 0.01 mg/mL) was observed for the fraction that has molecular
weight below 5 kDa, which was hydrolyzed by Trypsin+Chymotrypsin enzyme (P<0.05). The most
potent DPP-1V inhibitory activity (ICs0=0.30 + 0.05 mg/mL) was obtained for the fraction that has
molecular weight below 5 kDa with no significant difference between the enzymes used. The results
of the study showed that sunflower meal protein is a potential source of bioactive peptide and the
produced hydrolysates can be used as an alternative ingredient for functional food production.
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Aycicek Kiispesinden Elde Edilen Protein Hidrolizatlarimin Anjiyotensin
Doniistiiriicii Enzim ve Dipeptidil Peptidaz—1V Inhibisyon Aktiviteleri

MAKALE BILGISI

0z

Arastirma Makalesi

Gelis
Kabul

: 08/12/2021
: 05/04/2022

Anahtar Kelimeler:

Aycigek kiispesi

ADE inhibisyon aktivitesi
DPP-1V inhibisyon aktivitesi
Protein hidrolizati
Enzimatik hidroliz

Bu calismada aygigek protein hidrolizatlarinin anjiyotensin dontstiirticii enzim (ADE) ve dipeptidil
peptidaz-1V (DPP-1V) enzimini inhibe edebilme potansiyeli saptanmistir. Aygigek protein izolati
Alkalaz ve Tripsin+Kimotripsin enzimleri ile hidrolizlenmis ve elde edilen protein hidrolizatlari
ultrafiltrasyon ile fraksiyonlanmigtir (<5 kDa ve >5 kDa). Alkalaz ve Tripsin+Kimotripsin enzimleri
ile ulasilan hidroliz dereceleri sirasiyla %27 ve %13 olmustur. En yiiksek ADE inhibisyon aktivitesi
(ICs0=0,06 + 0,01 mg/mL) Tripsin+Kimotripsin enzimi ile hidrolizlenen ve molekiil agirligi 5
kDa’dan diisiik olan fraksiyonda gozlenmistir (P<0,05). En yiiksek DPP-1V inhibisyon aktivitesi
(ICs50=0,30 + 0,05 mg/mL) de molekiil agirhig 5 kDa’dan disiik olan fraksiyonda saptanmig olup
kullanilan enzimler agisindan belirgin bir farklilik gézlenmemistir. Calismanin sonuglari aygicek
kiispesinden elde edilen proteinin biyoaktif peptit agisindan potansiyel bir kaynak oldugunu ve
tiretilen hidrolizatlarin fonksiyonel gida tiretiminde alternatif bir bilesen olarak kullanilabilecegini
gostermistir.
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Giris

Son yillarda beslenme biliminde yapilan galismalar,
gidalardaki protein ve peptitlerin besleyici 6zelliklerinin
yani sira insan viicudunda hormon benzeri bazi biyolojik
aktiviteler (opioid, ADE inhibitorii, bagisiklik sistemini
diizenleyici, mineral baglayici, sitomodiilator,
antidiyabetik, hipokolesterolamik ve antienflamatuar etki)
sergilediklerini  ortaya koymustur. Peptitlerin  bu
biyoaktivitesi, proteini olusturan ~ amino  asit
kompozisyonuna ve bu amino asitlerin dizilisine gore
degiskenlik gostermektedir (Korhonen ve Pihlanto, 2006).

Anjiyotensin  doéniistiiriici  enzim (ADE, peptidil
dipeptidaz), insan fizyolojisinde 6nemli bir diizenleyici
olan Renin-Anjiyotensin-Aldosteron  Sisteminde yer
almakta; kan basincini, hacmini ve elektrolitleri kontrol
etmektedir (Keidar ve ark, 2007). Anjiyotensin prosesi,
anjiyotensinojenin renin ile hidroliziyle inaktif bir peptit
olan Anjiyotensin | olusumuyla baslamakta ve ADE
etkisiyle Anjiyotensin I’ in Anjiyotensin 1I’ye doniisiimii
ile sonuglanmaktadir. Bir oktapeptit olan Anjiyotensin Il
potansiyel bir damar daralticidir ve bu etkinin yam sira
ADE, damar rahatlatic1 aktivite gosteren bradikininin de
inaktivasyonunu katalizlemektedir. Boylece iki farkli
mekanizma yoluyla ADE, kan basincinin artmasina neden
olmaktadir (Akillioglu ve Karakaya, 2009). Hipertansiyon
tedavisinde ADE inhibisyonu faydali bir tedavi yaklasimi
olarak kabul edilmis ve antihipertansif ilaglarin
gelistirilmesinde hedef olarak belirlenmistir (Lia ve ark.,
2004). Sentetik ADE inhibitorleri antihipertansif ilag
olarak yaygin olarak kullanilmakla birlikte bildirilen baz
yan etkiler nedeniyle son zamanlarda dikkatler dogal bir
alternatif veya tamamlayici olarak gida kaynakli biyoaktif
peptitlere odaklanmistir (Liu ve ark., 2018).

Tip 2 diyabet Diinya genelinde hizla artig gosteren ve
kandaki glikoz seviyesinin yiiksekligi (hiperglisemi) ile
karakterize bir saglik problemidir. Olusan kronik
hiperglisemi; obezite, hipertansiyon, yiiksek kolesterol,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve bobrek rahatsizliklar gibi
pek ¢ok komplikasyonla da iligkilidir. DPP-IV enzimi,
metabolik bir serin peptidaz olup insan dokularinin hemen

hemen hepsinde bulunmaktadir. Bu enzim, inkretin
hormonlarindan olan ve glikoz varliginda beta
hiicrelerinden insiilin hormonunun saliniminin

diizenlenmesinden sorumlu glukagon benzeri peptit-1
(GLP-1) ve glukoz-bagimli insiilinotropik peptit (GIP)’in
parcalanmasi ve inaktivasyonuna neden olmaktadir. DPP-
IV inhibit6rlerinin GLP-1 ve GIP’yi enzimatik hidrolizden
korudugu ve in vivo kosullarda yar1 6miirlerinde bir artig
sagladigi rapor edilmistir (Nongonierma ve FitzGerald,
2014; Han ve ark., 2019). Son yillarda yapilan ¢aligmalar
bagsta siit proteini fraksiyonlari olmak iizere baz1 bitkisel

protein  hidrolizatlarinin  insanlarda  serum  glikoz
seviyelerinin  diizenlenmesinde  yarar  sagladigim
gostermistir  (Nongonierma ve  FitzGerald, 2014;

Gonzalez-Montoya ve ark., 2018).

Yapilan caligmalarda biyoaktif peptit potansiyeli
acisindan en ¢ok incelenen triinler siit ve fermente siit
uriinleridir (Korhonen ve Pihlanto, 2006; Guha ve ark.,
2021). Guintimiizde insan niifusundaki artig ve buna paralel
olarak gida kaynaklarindaki diislis, ekonomik problemler
Ve vejetaryen beslenme trendindeki artis sebebiyle bitkisel

kaynakli proteinlere olan ilgi artig gostermistir. Son
yillarda 6zellikle yagsiz kiispeler de protein kaynagi olarak
arastiricilarin ilgisini gekmektedir (Aydemir ve ark., 2014).
Diinyada 6nemli yaglik bitkilerden birisi olan ayg¢igegi
Tiirkiye’de de en fazla ekim alanina ve tiretime sahip yag
bitkisidir  (Aygicegi Biilteni, 2019). Aygicek yag
sanayisinin en 6nemli yan iriinii; protein, mineraller, lif ve
polifenollerce zengin kiispedir. Yag ekstraksiyonunda
kullanilan teknige bagl olarak degismekle birlikte yagi
alinmus ayg¢icek kiispesinin iceriginde Kuru bazda %27-63
protein bulundugu rapor edilmistir (Wildermuth ve ark.,
2016). Aygigek kiispesi; yliksek protein igerigi, proteininin
yiiksek sindirilirligi ve 6nemli zorunlu aminoasitleri (lisin
ve siilfiir igeren aminoasitler hari¢) icermesi agisindan
hayvan yemi olarak onemli bir kaynak olusturmaktadir
(Salgado ve ark., 2011).

Yukarida belirtilen gerekgelerden yola ¢ikarak bu
caligmada bitkisel yag sanayisinin yan iriinii olan ve
yiiksek protein icerigi nedeni ile hayvan yemi olarak
degerlendirilen aygicek kiispesinin biyoaktif peptit
olusturma potansiyelinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla kiispeden izole edilen proteine kontrollii sartlarda
ve farkli Ozellikte proteolitik enzimler ile hidroliz
uygulanmis ve ultrafiltrasyon ile elde edilen 5 kDa altinda
ve istiindeki peptit  fraksiyonlarimin  potansiyel
antidiyabetik aktivitesi ve antihipertansif aktivitesi in vitro
yontemle saptanmustir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Calismada kullanilan aygicek kiispesi Yonca Gida
Sanayi A.S. (Manisa) tarafindan saglanmistir. Kiispeler
ogitilmiis ve analizlere kadar cam kavanozlarda oda
sicakhiginda saklanmigtir. Calisgmada kullanilmis olan
kimyasal malzemelerden Alkalaz 2.5L enzimi Novozyme
firmas1 tarafindan saglanmistir.  Tripsin ~ (T0303),
Kimotripsin (C7762), Anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(A6778, 0.25 UN) ve FAPGG (F7131) Sigma-Aldrich
(Almanya); Vivaspin20 ultrafiltrasyon tiipleri (5 kDa)
Sartorius Stedim Biotech (Almanya), DPP-1V enzim Kiti
(BML-AK499) Enzo Life Sciences (isvigre), Pierce
Bikinkoninik asit (BCA) protein analiz kiti ise Thermo
Fisher Scientific (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan
satin alinmistir. Diger tiim kimyasallar analitik safliktadir.

Yontem

Protein izolasyonu

Aygicek kiispesinden protein izolasyonu
gerceklestirilmeden 6nce kiispede bulunan fenolik

bilesenlerin uzaklastirilmasi amaciyla bazi 6n islemler
uygulanmistir. Bu amagla kiispe 1:5 (a/a) oraninda su ile
manyetik karistiricida 20 dak karistirilmig, dort kat
tiillbentten siiziilmiis ve bu islem iki kez tekrarlanmugtir.
Uciincii asamada tiilbentte kalan kat1 %10 etanol ile 20 dak
karistirilmig ve dort kat tiilbentten siiziilmiistiir. Yikanmig
kiispe 50°C’de kurutulmus ve analizlere kadar oda
sicakliginda depolanmustir.

Kiispeden protein izolasyonu Villanueva ve ark.
(1999a) tarafindan verilen yontem modifiye edilerek
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gergeklestirilmigtir.  Kiispe 1:12,5 oraninda su ile
kanstirtlmis ve pH 9’a ayarlanarak 30 dak alkali
ekstraksiyon yapilmistir. Alkali ekstraksiyonu sirasinda
fenolik maddelerin oksidasyonunu engellemek amaciyla
ortama %0,1 oraninda Na,SOs eklenmistir. Iki kez tekrar
edilen ekstraksiyon sonrasi, santrifiij (10000 xg, 10 dak) ile
toplanan siipernatantlar birlestirilmis ve pH’s1 aygicek
proteini i¢in izoelektrik pH olan 4,3’e ayarlanmigtir. 30
dak’lik izoelektrik ¢Oktliirme sonrasinda  santrifiij
uygulanarak siipernatant uzaklagtirilmigtir. Céken proteinler 3
kez safsizliklarin uzaklagtirilmasi amaciyla su ile ¢oziiliip
tekrar  santrifijlenmis ve  dstteki  ¢Oziinir  kisim
uzaklastirilmustir. Elde edilen protein izolat: az miktarda suda
¢ozillerek pH’s1 7,0’ye ayarlanmus ve liyofilize edilmistir.

Liyofilize protein izolat1 analizlere kadar -18°C’de
depolanmustir.

Aygicek protein izolatinin enzimatik hidrolizi

Protein hidrolizinde Alkalaz 2.5L ve

Tripsin+Kimotripsin enzimleri kullanilmistir. Enzimler,
enzim:substrat oran1 1:10 (a/a) olarak eklenmistir. Hidroliz
stiresince (150 dak) pH’nin enzimin optimum degeri olan
8,0°de tutulabilmesi igin pH-stat cihaz1 (Kyoto Kem AT
510, Japonya) kullamlmis ve islem Alkalaz ve
Tripsin+Kimotripsin enzimleri i¢in sirasiyla optimum
sicaklik olan 50°C ve 40°C’de gergeklestirilmistir. Hidroliz
stiresi sonunda enzimin inhibisyonunu saglamak i¢in karigim
100°C’de 10 dak inkiibe edilmistir. Hidrolizatlar, biyoaktif
peptit dzelligi gosterebilme potansiyelini degerlendirebilmek
amaciyla ultrafiltrasyon membram (5 kDa) iceren ozel
santrifiyj tipleri ile fraksiyonlanmigtir. Molekiil agirligi 5
kDa’un altindaki ve iistiindeki fraksiyonlar sonraki analizler
i¢in liyofilize edilmis ve -18°C’de depolanmustir.

pH-stat cihazindaki NaOH sarfiyatlardan yola ¢ikarak
orneklerin hidroliz derecesi (HD) Adler-Nissen ve ark.
(1983) tarafindan 6nerilen formiile gére hesaplanmustir:

HD= VxNx (1/0) x (1/M) x (1/heor) x100%

V  :Kullanilan baz hacmi (L),

N : Bazin normalitesi,

1/o0 : a-NH; grubunun ortalama salinim derecesi,

M : Ornekteki protein miktari (kg),

hwt : Protein 6rnegindeki toplam peptit bagi sayisi, 1/
a=1,13 (50°C, pH 8), h= 7,8 mev/g protein (soya proteini
ve diger yagh tohum proteinleri igin)

Toplam Protein Tayini

Kiispenin ve protein izolatlarmin protein miktari
Dumas yontemi (Faktor: 6,25), protein hidrolizatlarindaki
¢ozliniir protein igerigi ise Bikinkoninik asit analiz Kkiti
kullanilarak belirlenmistir.

Protein izolati ve hidrolizatlarmnin jel elektroforezi ile
goriintiilenmesi

Elektroforez analizinde hazir formdaki Bio-Rad Mini
Protean® TGX™ 9%12’lik jel kullanilmistir. Analizi
yapilacak olan o6rnekler 1:5 oraninda 6rnek tamponuyla
(62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, %2 SDS, %25 (v/v) gliserol,
%0,01  bromfenol mavisi, %5 p-merkaptoetanol)
karistirilmig, 95 °C’de 5 dak inkiibe edilmis ve elektroforez
100 V sabit voltajda gergeklestirilmistir. islem sonunda jel
¢ikartilarak Coomassie ile boyanmig ve fazla boyanin
uzaklastirilmasindan sonra jel goriintiisti alinmustir.

ADE inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi

Omneklerin ADE inhibisyon aktivitesinin
belirlenmesinde Shalaby ve ark. (2006) tarafindan 6nerilen
yontem kullanilmistir. Yonteme gore 10 L ADE enzimi
(0,125 Unit/mL, 0,01 M fosfat tamponu, 0,5 M NaCl, pH
7,0), 10 pL farkhh konsantrasyonlardaki 6rnekle
karistirilmig ve 10 dak 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu
karigima 150 uL 1,0 mM FAPGG substrat ¢ozeltisi
eklenmis ve absorbansdaki azalma mikroplaka okuyucuda
(Thermo Scientific Varioskan Flash spektrofotometre,
Amerika Birlesik Devletleri) 30 dakika boyunca (37°C,
340 nm) ol¢iilmistiir. Absorbans degisiminin zamana karsi

cizilen grafigindeki egimler kullanilarak Orneklerin
inhibisyon  aktivitesi  asagidaki  formiile  gore
hesaplanmuistir:

o PHE
% ADE inhibisyonu= [l'ﬁ] X100

PHE : Protein hidrolizati varligindaki egim
KE : Kontroliin egimi

Orneklerin 1Cso degeri (enzimin %50’sini inhibe eden
protein konsantrasyonu), % ADE inhibisyonuna karsilik
gelen mg protein miktarina bagh olarak cizilen grafikten
hesaplanmuistir.

DPP-IV inhibisyon aktivitesinin belirlenmesi

Ormeklerin DPP-1V inhibisyon aktivitesi “DPP-IV
Drug Discovery” analiz Kiti kullanilarak belirlenmistir.
Yonteme gore Kit icerisinde yer alan DPP-1V enzimi 17,3
pU/uL  olacak sekilde tampon ¢ozelti igerisinde
seyreltilmigtir. Mikroplakanin hiicrelerine kontrol igin 35
uL tampon ¢ozelti, analizi yapilacak 6rnekler igin ise 15
uL tampon ve 20 pL farkli oranlarda seyreltilmis hidrolizat
eklenmigtir. Kontrol ve 6rnekler iizerine 15 pL DPP-1V
enzimi eklenmis ve inhibitér-enzim reaksiyonunun
gerceklesebilmesi i¢in 10 dak inkiibe edilmistir (37°C).
Reaksiyon 50 pL kromajenik substrat olan H-Gly-Pro-
PNA eklenerek baglatilmig ve absorbanstaki degisim 20
dak boyunca 405 nm’de olgilmistir. Absorbans
degisiminin zamana kars1 ¢izilen grafigindeki egimler
kullanilarak 6rneklerin inhibisyonu asagidaki formiile gore
hesaplanmigtir:

PHE
% DPP-IV inhibisyonu= [LE] x100

PHE : Protein hidrolizati varligindaki egim
KE : Kontroliin egimi

Orneklerin 1Csp degeri % DPP-1V inhibisyonuna
karsilik gelen mg protein miktarina baglh olarak ¢izilen
grafikten hesaplanmistir.

Istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda tiim analizler iki tekrar iki paralel
olarak gerceklestirilmistir. Orneklerin ADE ve DPP-IV
inhibitor kapasitelerini ifade eden ICso degeri GraphPad
Prism Version 9 (GraphPad Software, Inc., San Diego)
kullanilarak hesaplanmistir. Arastirma sonuglarinin analizi
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmig
ve P<0,05 anlaml olarak kabul edilmistir.
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Bulgular ve Tartisma

Protein izolat Eldesi

Calisma kapsaminda kullanilan aycicek kiispesinin
toplam protein igerigi %27,6 + 0,51 olarak belirlenmistir.
Bu deger, Boni ve ark. (1987) ve Filho ve Egea (2021)
tarafindan yag1 uzaklastirllmis aygigek kiispesi igin
verilmis olan %29 ve %27,8’lik protein igerikleri ile de
uyumludur. Yapilan g¢aligmalarda aygicek tohumlarinin
klorojenik asit ve kafeik asit igermesi nedeniyle proteinin
alkali ekstraksiyonu sirasinda bu fenoliklerin kinonlara
oksidasyonun gergeklestigi, kahverengi-yesil polimerik
bilesiklere doniigiim sonucunda firtiniin  gorselliginin
olumsuz etkilendigi, bu nedenle de gida sanayisindeki
kullaniminin kisitlandigi ve daha ¢ok hayvan yemi olarak
degerlendirildigi belirtilmistir (Pickardt ve ark., 2011).
Mevcut c¢alisma kapsaminda protein ekstraksiyonu
oncesinde uygulanan yikama islemleri ile ¢oziiniir
nitelikteki sekerler ve fenoliklerin biiyiik bir kismu
ortamdan uzaklagtirilmis, alkali ekstraksiyonu sirasinda
sodyum siilfit kullanimi ile de bagli fenoliklerin
oksidasyonu 6nlenmistir. Uygulanan alkali ekstraksiyonu,
izoelektrik pH’da c¢oktirme ve liyofilizasyon sonrasi
protein icerigi %89,9 = 0,25 olan protein izolat1 elde
edilmistir.

Proteinin Hidroliz Derecesi

Proteinin hidroliz derecesi, hidroliz siiresince énemli
bir belirteg olup {irtiniin verimi, proteinin geri kazanimu,
fonksiyonel 6zellikleri ve organoleptik kalitesini (acilik
vb.) etkilemektedir (Addler-Nissen, 1986). Ayg¢igek
kiispesinden izole edilen proteinden biyoaktif peptit
tiretmek amaciyla Alkalaz ve Tripsin+Kimotripsin
enzimleri ile kontrollii hidroliz islemi gergeklestirilmistir.
Aygicek protein izolatinin her iki enzim igin elde edilen
zamana bagli hidroliz egrisi Sekil 1’de verilmistir.

Sekil 1°de goriildiigii gibi enzimlerin aygicek proteinini

gergeklesmistir. Bu ilk hizli hidroliz asamasi peptit
baglarinin maksimum diizeydeki hidrolizi hakkinda bilgi
verirken bu hidroliz derecesinin zaman igerisindeki
yavaglama hizi, substrat ile yarisan bazi bilesenlerin
olusmasi, hidrolize agik peptit bagi konsantrasyonunda
azalma veya enzim inhibisyonundan kaynaklanmaktadir
(Ketnawa ve ark., 2017). ik 20 dak’lik siire sonrasinda
Alkalaz enzimi ile hidroliz yavas bir hizla artis géstermeye
devam ederken, 20 dak sonrasinda Tripsin+Kimotripsin
hidroliz iz maksimum %3 oraninda artis gOstermistir.
Uygulanan enzimatik hidroliz sonucunda aygigek proteini
icin  ulasilan  hidroliz  derecesi  Alkalaz  ve
Tripsin+Kimotripsin enzimleri igin sirasiyla %27 ve %13
olarak saptanmustir.

Villanueva ve ark. (1999b) aygcicek protein izolatinin
Alkalaz ile 180 dak’lik hidrolizi sonucunda %34,7’lik
hidroliz derecesine ulasmistir. Megias ve ark. (2007)
tarafindan yapilan diger bir ¢alismada aygigek protein
izolatimin Alkalaz ile 60 dak’lik hidrolizi sonucunda
yaklagik %25 hidroliz derecesi elde edilirken sonrasinda
ortama Flavourzyme enziminin ilavesiyle 180 dak sonunda
yaklasik %70’lik hidroliz derecesine ulasilmigtir. Han ve
ark. (2021) aycigek proteininin Alkalaz ve pepsin
enzimleri ile 6 saatlik hidrolizi sonunda %218,8 ve
%13,3’lik hidroliz  derecesine ulasmistir. Mevcut
calisgmada elde edilen hidroliz derecesi yapilan
calismalarda Alkalaz enzimi ile elde edilmis olan hidroliz
dereceleri ile benzerlik gostermektedir. Alkalaz, protein
hidrolizat1 eldesinde siklikla kullanilan ve endoproteaz
ozelligi gosteren bir enzimdir (Villanueva ve ark., 1999a).
Tripsin ve Kimotripsin enzimleri ise aromatik amino
asitlerin (triptofan, tirozin ve fenilalanin) C-terminalinde
ve sirastyla arginin ve lizin kalintilarinin C-terminalindeki
peptit baglarmi hidrolize eden alkalin endoproteazlar
olmalar1 nedeniyle daha spesifiktirler (Adjonu ve ark,

hidrolizi ilk 20 dak igerisinde en yiiksek diizeyde 2013).
30 r ©® Alkalaz ® Tripsin+Kimotripsin
25
S20 t
g
@
e @
15 F o
~ °
S °
210
T (X
[
5 5
O ‘ 1 1 1 1 J
0 30 60 90 120 150
Hidroliz siiresi (dk)

Sekil 1. Ay¢igek protein izolatinin Alkalaz ve Tripsin+Kimotripsin enzimleri ile hidroliz derecesi (%)
Figure 1. Degree of hydrolysis (%) of sunflower meal protein isolate catalysed by Alcalase and Trypsin+Chymotrypsin
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Calisma kapsaminda Tripsin+Kimotripsin enzimleri ile
ulagilan hidroliz  derecesinin diisiik olmasinda bu
spesifikligin etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Megias ve
ark. (2004) yaptiklar1 bir caligmada aygigek protein
izolatinda ilk 180 dak pepsin ve sonrasinda 180 dak
pankreatin enzimiyle hidroliz sonucunda yaklasik %37°lik
bir hidroliz derecesine ulagsmustir. Pankreatin enzimi
tripsin, kimotripsin ve elastaz gibi enzimleri igermekte
olup, 6ncesinde uygulanan pepsin hidrolizinin daha ytiksek

hidroliz  derecesine  ulagsmada  katkis1  oldugu
goriilmektedir.

Protein Elektroforezi

SDS-PAGE analizi aygicek protein izolatinin
kompozisyonu ve uygulanan enzimatik hidroliz

islemlerinin protein  kompozisyonu iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Aygigek protein
izolat1 ve hidrolizatlarina ait elektroforez goériintiisii Sekil
2’de verilmistir. Aycigek proteinlerinin  ¢ogunlugunu
globilinler olusturmaktadir (Perez, 2003). Protein
izolatimin indirgenmis formdaki gortintiistinde (1) yer alan
daha kigtk boyutlu peptitler (9-17 kDa) 2S albiimin, 20-
50 kDa arasindaki protein grubu ise heliantinin olarak
adlandirilan 11S globiilinleri ile iligkilendirilebilir (Perez,
2003; Karefyllakis ve ark., 2017).

Hidrolizatlarda izolata kiyasla gozlenen en belirgin
degisiklik proteinlerin  molekiil agirhginda goriilen
azalmadir. Alkalaz ve Tripsin+Kimotripsin ile elde edilen
hidrolizatlarda benzer protein profilleri elde edilmistir. Her
iki hidrolizatta da temel olarak 23 kDa ve daha diisiik
molekiil agirhigma sahip polipeptitler ve peptitler yer
almaktadir. Calismay1 destekler sekilde aygicek protein
hidrolizatlarinda  gergeklestirilen farkli  ¢aligmalarda
%12’nin {izerindeki hidroliz degerlerinde temel olarak
diisiik molekdil agirhikli proteinler ve peptitlerin olustugu
belirtilmistir (Parrado ve ark., 1993, Cai ve ark., 1996,
Villanueva ve ark., 1999b, Megias ve ark., 2004).

Protein Hidrolizatlarimin Antihipertansif Etkisi

Orneklerin potansiyel antihipertansif etkisi in vitro
kosullarda ADE enzimi tizerindeki inhibisyon etkileri g6z
Oniline almarak belirlenmistir. Protein hidrolizatlarinin
artan konsantrasyonlart ADE enzimi tizerinde artan sekilde
inhibisyon etkisi gostermistir. Elde edilen fraksiyonlarin
ICso degerlerine bakildiginda 0,06-0,14 mg protein/mL
arasinda degistigi saptanmugtir  (Cizelge 1). Tim
fraksiyonlarin  olduk¢a yiiksek ADE inhibisyonu
aktivitesine sahip oldugu saptanmakla birlikte en yiiksek
ADE inhibisyonu  Tripsin+Kimotripsin  enzimi ile
hidrolizlenen ve 5 kDa molekiil agirligindan diisiik olan
fraksiyonda belirlenmistir (P<0,05). 5 kDa tizerindeki
fraksiyonda Alkalaz ve Tripsin+Kimotripsin enzimleri ile
hidrolizin belirgin bir etkisi gézlemlenmezken, 5 kDa
altindaki fraksiyonda Tripsin+Kimotripsin hidrolizati
Alkalaz hidrolizatindan yaklagik iki kat fazla ADE
inhibisyon aktivitesi gostermistir.

Megias ve ark. (2004) aycigek proteininde ii¢ saat
pepsin ve takip eden {i¢ saat pankreatin hidrolizi ile
maksimum %37°lik bir hidroliz derecesine ulagmig, en
yiksek ADE inhibisyonun (%45) ise ~%10 hidroliz
derecesine ulagilan ilk 15 dak’lik zaman diliminde elde
edildigi bildirilmistir. Arastirmacilar ADE inhibisyon
aktivitesinde hidroliz derecesine baglh gerceklesen

dalgalanmalarin, inhibitér aktivite gosteren peptitlerin
hidroliz  siirecindeki ~ olusum/yikim  dongiisiinden
kaynaklanabilecegi sonucuna varmiglardir. Ayni calismada
aycigek protein hidrolizatina uygulanan kromatografik
islemlerle FVNPQAGS dizisine sahip ADE inhibitor peptit
saflagtirilmigtir. Benzer sekilde aygicek protein izolatinin
60 dak Alkalaz ve 120 dak Flavourzyme ile hidrolizi
sonucu %70’e yakin bir hidroliz derecesine ulasildigi bir
calismada en yiiksek ADE inhibisyonu (%56) yaklagik
%23’1liikk hidroliz derecesinde elde edilmistir. Afinite
kromatografisi ile yapilmig olan saflagtirma sonucunda
ICso degeri 0,08-0,09 ug/mL olan fraksiyonlar saptanmistir
(Megias ve ark., 2009). Her iki ¢alismada da hidrolizatlarin
toplam ADE inhibisyonu raporlanmamigtir. Mevcut
calismada elde edilmis olan ADE inhibisyon aktivitesi,
farkli proteazlarla hidrolize edilmis kanola proteini (ICso=
8,1-36,0 pg protein/mL) ve kolza tohumu proteini
(IC5=0,02-0,07 mg protein/mL) i¢in elde edilen
degerlerden diistik, yesil soya hidrolizat1 (1Cs0=0,14-1,14
mg protein/mL) i¢in elde edilen degerlerle benzer etki
gostermistir (Wu ve ark., 2009, Ma“kinen ve ark., 2012,
Hanafi ve ark., 2018). Calisma sonucunu destekler sekilde
Han ve ark. (2021)’nin Alkalaz ve pepsin ile hidrolize
edilmis yagli tohum proteinlerini (keten tohumu, kolza,
aycicek, susam, soya) kontrol olarak kazein ve peyniralti
suyu proteinleri ile kiyasladigi bir ¢caligmada, Alkalaz ile
hidrolizlenen orneklerde kolza tohumu hidrolizatindan
sonra en yiiksek ikinci ADE inhibisyonunun aygicek
protein hidrolizatinda saptandigi bildirilmistir. Caligma
sonucunda yaglh tohum proteinlerinin siit proteinleri ile
kiyaslandiginda ADE inhibisyonu agisindan potansiyel bir
kaynak olabilecegi sonucuna varilmustir.
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Sekil 2. Aygcigek protein izolat1 ve hidrolizatlarina ait
elektroforez goriintiisii
(1: Aygigek protein izolati, 2: Alkalaz hidrolizati, 3:
Tripsin+Kimotripsin hidrolizat1)
Figure 2. SDS-PAGE profile of sunflower meal isolate
and their corresponding hydrolysates
(1: Sunflower protein isolate, 2: Alcalase hydrolysate, 3:
Trypsin+Chymotrypsin hydrolysate)
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Cizelge 1. Aygicek protein hidrolizati fraksiyonlarinin
ADE ve DPP-1V enzim inhibisyon aktivitesi

Table 1. ACE and DPP-IV inhibitory activity of sunflower
protein hydrolysate fractions

Enzim Inhibisyon Aktivitesi (ICso, mg protein/mL)*

| ADE DPP-1V
<5 kDa
Alkalaz 0.14+£0.01° 0.30+0.05?
Tripsin+Kimotripsin 0.06 +0.00® 0.36 +0.072
>5 kDa
Alkalaz 0.09+0.01° 0.84+0.01°
Tripsin+Kimotripsin 0.11+0.01° 1.64+0.24°

*Bir siitunda farkli harflerle isaretlenmis degerler istatistiksel agidan
6nemli olacak diizeyde birbirinden farklidir (P<0,05, Tukey test).

Protein Hidrolizatlarimin Antidiyabetik Etkisi

Protein hidrolizatlarinin potansiyel antidiyabetik etkisi
in vitro kosullarda DPP-IV enzimini inhibe edebilme
potansiyelleri acisindan degerlendirilmistir. Elde edilen
fraksiyonlarmn 1Cso degerleri 0,30-1,64 mg protein/mL
arasinda degismektedir. Sonuglara bakildiginda en yiiksek
DPP-IV inhbisyonu molekiil agirligi 5 kDa altinda olan
fraksiyonlarda  belirlenmis olup Alkalaz ve
TripsintKimotripsin ~ enzim uygulamalar1  arasinda
istatistiksel olarak belirgin bir farklilik saptanmamistir
(P>0,05). Bu fraksiyonlarda molekiil agirligi 5 kDa
iizerinde olan fraksiyonlarla kiyaslandiginda Alkalaz ve
Tripsin+Kimotripsin enzim uygulamalari igin sirasiyla 2,8
kat ve 4,5 kat daha yiiksek DPP-1V inhibisyonu
saptanmustir. Molekiil agirligt 5 kDa iizerinde olan
fraksiyonlarda ise Alkalaz ve Tripsin+Kimotripsin enzim
uygulamalar1 arasinda istatistiksel olarak belirgin bir
farklilik saptanmistir (P<0,05).

Yapilan ¢aligmalar siit proteini hidrolizatlarinin iyi bir
DPP-1V inhibitér peptit kaynagi oldugunu gostermistir
(Nongonierma ve FitzGerald, 2014). Son yillarda 6zellikle
bitkisel protein kaynaklarmin da potansiyel etkileri
arastirllmaktadir. Farkli bitkisel protein hidrolizatlarinin
(soya, yulaf, bezelye, ac1 bakla, mercimek, nohut ve
patates) DPP-1V inhibisyonlarinin degerlendirildigi bir
calisgmada en yiiksek inhibisyon potansiyeli 3-0,8 kDa
molekiil agirligina sahip soya proteininde (1Cs0=1,16
mg/mL) tespit edilmistir (Rivero-Pino ve ark., 2021). Han
ve ark. (2019) tarafindan yapilan in silico degerlendirmede
yagli tohum proteinlerinin DPP-IV inhibitor etkisine sahip
peptitler igin iyi bir kaynak olabilecegi belirtilmistir.
Ancak, aym arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen in
vitro c¢alismada in silico ¢alismanin aksine 10 mg/ml
protein  konsantrasyonlarinda  ulagilabilen =~ DPP-1V
inhibisyonu %50’nin altinda kalmistir (Han ve ark., 2021).
Mevcut ¢alismada aygigek protein hidrolizatlar i¢in elde
edilen DPP-1V inhibisyon aktivitesi bitkisel protein
hidrolizatlarna gére yiiksek olup, bugday gluten
hidrolizat1 igin elde edilen 1Cs= 0,24-0,66 mg/mL
inhibisyon konsantrasyonu ile benzerlik gostermistir
(Nongonierma ve ark., 2017).

Sonug¢

Bu c¢alisgmada Alkalaz ve  Tripsin+Kimotripsin
enzimlerinin kullanim ile aygigek protein hidrolizatlart
hazirlanmig ve fraksiyonlanmgtir. Yiiksek hidrolizat verimi
ve elde edilen jel goriintiileri, uygulanan enzimatik hidroliz

isleminin aygicek protein izolatinin hidrolizini etkili bir
sekilde gerceklestirdigini gostermistir. Caligmada en yiliksek
ADE inhibiyonu molekiil agirligi 5 kDa altindaki fraksiyonda
Tripsin+Kimotripsin hidrolizati i¢in gézlenmistir. DPP-1V
inhibisyonu da molekiil agirligi 5 kDa altindaki fraksiyonda
yikksek oranda saptanmig olup hidrolizde kullanilan
enzimlerin belirgin bir etkisi saptanmamgtir. Caligmada elde
edilmis olan sonuglar, aycigek kiispesinden izole edilen
proteinlerin enzimatik hidrolizi ile ADE inhibisyon aktivitesi
ve DPP-IV inhibisyon aktivitesine sahip biyoaktif peptitlerin
olusturulabilecegini gostermistir. Yiiksek biyoaktiviteleriyle
iligkili olarak aycicek protein hidrolizatlari, saglikli bireylerin
yami sira yiiksek tansiyon ve diyabet gibi hastaliklara sahip
bireyleri destekleyici yonde yeni fonksiyonel {iriinler
gelistirilmesinde  kullanilabilir. Bu kapsamda ilerleyen
caligmalarda yiiksek inhibisyon aktivitesi gosteren peptitlerin
saflagtirilmalar1, Karakterizasyonu ve in vivo kosullardaki
aktivitelerinin belirlenmesi uygun olacaktir.

Tesekkiir

Bu calisma “Ege Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri  Koordinatérliigii”  tarafindan  15MUHO065
numarali proje kapsaminda desteklenmistir.

Kaynaklar

Adler-Nissen J, Eriksen S, Olsen HS. 1983. Improvement of the
functionality of vegetable proteins by controlled enzymatic
hydrolysis. Plant Foods for Human Nutrition, 32: 411-423.
https://doi.org/10.1007/BF01091198.

Adjonu R, Doran G, Torley P, Agboola S. 2013. Screening of
whey protein isolate hydrolysates for their dual functionality:
Influence of heat pre-treatment and enzyme specificity. Food
Chemsitry, 136: 1435-1443. http://dx.doi.org/10.1016/
j.foodchem.2012.09.053.

Akillioglu G, Karakaya S. 2009. Effects of heat treatment and in
vitro digestion on the Anjiyotensin converting enzyme
inhibitory activity of some legume species. European Food
Research and Technology, 229(6): 915-921. https://doi.org/
10.1007/s00217-009-1133-x.

Aydemir LY, Gokbulut AA, Baran Y, Yemenicioglu A. 2014.
Bioactive, functional and edible film-forming properties of
isolated hazelnut (Corylus avellana L.) meal proteins. Food

Hydrocolloid, 36: 130-142. https://d0i:10.1016/
j.foodhyd.2013.09.014.
Aycicegi  Biilteni, 2019. https://www.tarimorman.gov.tr/

BUGEM/Belgeler/MiLLI%20TARIM/AYCiCEGi%20KAS
IM%20BULTENI.pdf. [Erisim 19.11.2021]

Boni R, Assogna A, Grillo F, Robertiello A, Petrucci F,
Giacomozzi E, Patricelli A. 1987. Method for preparing
protein hydrolysates soluble in an acid environment, and the
hydrolysates obtained. European Patent EPO 271 964 A2.

Cai T, Chang K, Lunde H. 1996. Physicochemical properties and
yields of sunflower protein enzymatic hydrolysates as
affected by enzyme and defatted sunflower meal. Journal of
Agriculture and Food Chemistry, 44: 3500-3506.
https://doi.org/10.1021/jf9507396.

Filho JGO, Egea MB. 2021. Sunflower seed byproduct and its
fractions for food application: An attempt to improve the
sustainability of the oil process. Journal of Food Science, 86:
1497-1510. https://doi.org/10.1111/1750-3841.15719.

Gonzalez-Montoya M, Hernandez-Ledesma B, Mora-Escobedo
R, Martinez-Villaluenga AC. 2018. Bioactive peptides from
germinated soybean with anti-diabetic potential by inhibition
of dipeptidyl peptidase-1V, a-amylase, and a-glucosidase
enzymes. International Journal of Molecular Sciences, 19:
2883-2897. https://doi.org/10.3390/ijms19102883.

923



Simgek | Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 10(5): 918-924, 2022

Guha S, Sharma H, Deshwal GK, Rao PS. 2021. A
comprehensive review on bioactive peptides derived from
milk and milk products of minor dairy species. Food
Production, Processing and Nutrition, 3(2): 2-21.
https://doi.org/10.1186/s43014-020-00045-7.

Han R, Maycock J, Murray BS, Boesch C. 2019. Identification of
anjiyotensin converting enzyme and dipeptidyl peptidase-1V
inhibitory peptides derived from oilseed proteins using two
integrated  bioinformatic approaches. Food Research
International, 115: 283-291.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.12.015.

Han R, Alvarez AJH, Maycock J, Murray BS, Boesch C. 2021.
Comparison of alcalase- and pepsin-treated oilseed protein
hydrolysates —Experimental validation of predicted
antioxidant, antihypertensive and antidiabetic properties.
Current Research in Food Science, 4: 141-149.
https://doi.org/10.1016/j.crfs.2021.03.001

Hanafi MA, Hashim SN, Shyan Yea C, Ebrahimpour A, Zarei M,
Muhammad K, Abdul-Hamid A, Saari N. 2018. High
anjiyotensin-I converting enzyme (ACE) inhibitory activity
of Alcalase-digested green soybean (Glycine max)
hydrolysates. Food Research International, 106: 589-597.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.01.030.

Karefyllakis D, Altunkaya S, Berton-Carabin CC, van der Goot
AJ, Nikiforidis CV. 2017. Physical bonding between
sunflower proteins and phenols: Impact on interfacial
properties. Food Hydrocolloids, 73: 326-334.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2017.07.018

Keidar, S., Kaplan, M. and Gamliel-Lazarovich, A. 2007. ACE2
of the heart: From anjiyotensin | to anjiyotensin (1-7).
Cardiovascular Reserach, 73: 463-469. 1
https://doi.org/0.1016/j.cardiores.2006.09.006.

Ketnawa S, Benjakul S, Martinez-Alvarez O, Rawdkuen S. 2017.
Fish skin gelatin hydrolysates produced by visceral peptidase
and bovine trypsin: Bioactivity and stability. Food Chemistry,
215: 383-390. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.07.145.

Korhonen H, Pihlanto A. 2006. Bioactive peptides: production
and functionality. International Dairy Journal, 16: 945-960.
https://doi.org/10.1016/j.idairyj.2005.10.012.

Lia G-H, Lea G-W, Shia Y-H, Shrestha S. 2004. Anjiyotensin |-
converting enzyme inhibitory peptides derived from food
proteins and their physiological and pharmacological effects.
Nutrition ~ Research, 24: 469-486. https://doi.org/
10.1016/j.nutres.2003.10.014.

Liu C, Fang L, Min W, Liu J, Li H. 2018. Exploration of the
molecular interactions between anjiyotensin-l-converting
enzyme (ACE) and the inhibitory peptides derived from
hazelnut (Corylus heterophylla Fisch.). Food Chemistry, 245,
471-480. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.10.095.

Ma’kinen S, Johannson T, Gerd EV, Pihlava JM, Pihlanto A.
2012. Anjiyotensin |- onverting enzyme inhibitory and
antioxidant properties of rapeseed hydrolysates. Journal of
Functional =~ Foods, 4: 575-583.  http://dx.doi.org/
10.1016/j.jff.2012.03.003

Megias C, Yust MM, Pedroche J, Lquari H, Giron-Calle J, Alaiz
M, Millaan F, Vioque J. 2004. Purification of an ACE
inhibitory peptide after hydrolysis of sunflower (Helianthus
annuus L.) protein isolates. Journal of Agriculture and Food
Chemistry, 52: 1928-1932. https://doi.org/10.1021/jf034707r.

Megias C, Pedroche J, Yust MM, Giroan-Calle JG, Alaiz M,
Millaan F, Vioque J. 2007. Affinity purification of copper-
chelating peptides from sunflower protein hydrolysates.
Journal of Agriculture and Food Chemistry, 55: 6509—6514.
https://doi.org/10.1021/jf0712705.

Megias C, Pedroche J, Yust MM, Alaiz M, Giro'n-Calle J,
Milla'n F, Vioque J. 2009. Purification of anjiyotensin
converting enzyme inhibitory peptides from sunflower
protein hydrolysates by reverse-phase chromatography
following affinity purification. LWT - Food Science and
Technology, 42: 228-232.  https://doi.org/10.1016/
j.Iwt.2008.05.003.

Nongonierma AB, FitzGerald RJ. 2014. An in silico model to
predict the potential of dietary proteins as sources of
dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV) inhibitory peptides. Food
Chemistry,  165:  489-498.  https://doi.org/10.1016/
j.foodchem.2014.05.090.

Nongonierma AB, Hennemann M, Paolella S, FitzGerald RJ.
2017. Generation of wheat gluten hydrolysates with
dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) inhibitory properties. Food
& Function. 8(6): 2249-2257. https://doi.org/
10.1039/c7fo00165g.

Parrado J, Millan F, Hernandez Pinzon I, Bautista J, Machado A.
1993. Characterization of enzymatic sunflower protein
hydrolysates. Journal of. Agriculture and Food Chemistry,
41: 1821-1825. https://doi.org/10.1007/s11746-999-0184-2

Pérez SG. 2003. Physico-chemical and functional properties of
sunflower proteins. Ph.D. Dissertation, \Wageningen
University, Wageningen, The Netherlands.

Pickardt C, Weisz GM, Eisner P, Kammerer DR, Neidhart S,
Carle RR. 2011. Processing of low polyphenol protein
isolates from residues of sunflower seed oil production.
Procedia Food Science, 1: 1417-1424. https://doi.org/
10.1016/j.prof00.2011.09.210.

Rivero-Pino F, Espejo-Carpio J, Guadix EM. 2021. Identification
of dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) inhibitory peptides from
vegetable protein sources. Food Chmeistry, 354: 129473.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129473.

Salgado PR, Ortiz SEM, Petruccelli S, Mauri AN. 2011.
Sunflower protein concentrates and isolates prepared from oil
cakes have high water solubility and antioxidant capacity.
Journal of the American Oil Chemists” Society, 88:351-360.
https://doi.org/10.1007/s11746-010-1673-z.

Shalaby SM, Zakora M, Otte J. 2006. Performance of two
commonly used anjiyotensin-converting enzyme inhibition
assays using FA-PGG and HHL as substrates. Journal of
Dairy  Research,  73(2): 178-186.  https://doi.org/
10.1017/S0022029905001639.

Villanueva A, Vioque J, Sanchez-Vioque R, Clemente A,
Bautista J, Millan, F. 1999a. Production of an extensive
sunflower protein hydrolysate by sequential hydrolysis with
endo- and exo-proteases. Grasas y Aceites, 50: 472-476.
https://doi.org/10.3989/gya.1999.v50.i6.697.

Villanueva A, Vioque J, Sanchez-Vioquea R, Clemente A,
Pedroche J, Bautista J, Millan F. 1999b. Peptide
characteristics of sunflower protein hydrolysates. Journal of
the American Oil Chemists’ Society, 76: 1455-1460.
https://doi.org/10.1007/s11746-999-0184-2.

Wildermuth SR, Young EE, Were LM. 2016. Chlorogenic acid
oxidation and its reaction with sunflower proteins to form
green-colored complexes. Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety, 12: 829-843.
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12213.

Wu J, Aluko RE, Muir AD. 2009. Production of anjiyotensin I-
converting enzyme inhibitory peptides from defatted canola
meal.  Bioresource  Technology, 100: 5283-5287.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2009.03.090.

924



