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Oz

Gliniimiizde, beslenme aligkanliklar1 ile insan sagligt
arasindaki iligkinin ortaya konulmas: ozellikle gida
kaynakli biyoaktif bilesenleri hedef alan c¢alismalarin
giderek artmasina sebep olmaktadir. Gida kaynakli
peptitler ise sahip olduklar1 potansiyel biyoaktivite ile
aragtirmacilar i¢in olduk¢a 6nemli bir alan olarak ortaya
cikmistir. Biyoaktif peptitler, bircok saglik etkisine sahip
olan spesifik amino asit dizileridir ve sindirim enzimleri,
proteolitik enzimler veya fermantasyon sonucu ger¢eklesen
protein  hidrolizi ile ortaya ¢ikmaktadir. Protein
hidrolizatlar1 ve peptitlerin elde edilmesinde geleneksel
hidroliz metotlarinin yan1 sira bir¢ok yeni teknoloji
kullanilmakta, saflagtirilmasi agamasinda ise yeni membran
ve kromatografi yontemlerinden faydalanilmaktadir.
Biyoaktivitesi tespit edilen peptitlerin amino asit dizileri ise
cesitli kiitle spektrometresi yontemleri ile belirlenmektedir.
Bununla  beraber, biyoaktif peptit tahminlemesi,
tanmimlanmasi, amino asit dizisi belirlenmesi ve
karakterizasyonu amaciyla ¢ok sayida biyoinformatik arag
gelistirilmistir. Mevcut derleme, gida kaynakli protein ve
hidrolizat eldesi, peptit ayristirilmasi, saflagtirilmasi ve
yapisal karakterizasyonu i¢in kullanilmakta olan deneysel
ve biyoinformatik ydntemlerin genis bir literatiir dzetini
sunmay1 hedeflemektedir.

Anahtar  kelimeler:  Protein,  Biyoaktif peptit,
Ekstraksiyon, Karakterizasyon, Biyoinformatik

1 Giris

Proteinler, viicut i¢erisinde enerji ve amino asit kaynagi
olarak gorev alan ve viicudun geligimi ile onarilmasinda ¢ok
onemli bir rol oynayan makro besin Ogeleridir. Gida
proteinleri bitkisel ve hayvansal kaynakli olabildigi gibi
ozellikle proteince zengin gida isleme atiklar1 ve yan tiriinleri
de yeni ve siirdirilebilir protein kaynaklar1 olarak
degerlendirilmektedir [1]. Proteinler, sahip olduklar1 besin
degerinin yani sira, gida matriksleri igerisinde gosterdikleri
fonksiyonel 6zellikler sebebiyle (emiilsiyon olusumu, kdpiik
olusumu, jellesme, viskozite, tekstiir, aroma baglama vb.)
gida igleme teknolojisi agisindan da dnem tasimaktadir [2].
Gilinitimiizde, beslenme ve saglik arasindaki karmagik iliski
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bir ger¢ek olarak artik bilinmektedir ve gida bilesenlerine
sadece metabolik aktiviteler igin gerekli biyomolekiiller
olarak bakilmasinin diginda, bu bilesenler viicutta istenen
baz1 fizyolojik etkileri tetikleyebilecek biyomolekiiller
olarak da degerlendirilmeye baslanmustir [3]. Bu kapsamda
ise gida proteinleri, hidrolizatlar1 ve peptitler son donemde
iizerinde en ¢ok durulan biyoaktif molekiillerin basinda
gelmektedir [4].

Biyoaktif peptit (BAP), bir ana protein icerisinde inaktif
durumda bulunan ve birbirlerine peptit bagi ile bagh
genellikle 2-20 amino asitten olusan alt birimler olarak
tammlanmaktadir [2]. Bu alt birimlerin biyoaktivite
gosterebilmeleri igin proteoliz ile serbest hale ge¢meleri
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gerekmektedir [5]. Peptitlerin  biyoaktivitesi, peptit
icerisinde bulunan amino asitlerin tiirli, dizilimi, peptit
uzunlugu, molekiill agirlign gibi bircok faktorlerden
etkilenmektedir ve  bu  peptitlerin  antihipertansif,
antidiyabetik, antioksidan, antitrombotik, antimikrobiyal,
antikanser, opioid, bagisiklik sistemi diizenleme, mineral
baglama gibi cesitli biyoaktif oOzelliklerle insan sagligi
iizerine pozitif etkisi oldugu literatiir genelinde ortaya
konulmustur [6]. Biyoaktif peptit eldesi igin siit ve siit
riinleri, yumurta, balik, hububatlar (piring, bugday,
karabugday, arpa, misir vb.) gibi bitkisel ve hayvansal gida
kaynaklar kullanilmakta, ayrica, gida sektoriinde ortaya
¢ikan ve proteince zengin olan gida atiklari da (soya kiispesi,
zeytin ¢ekirdegi, et isleme atiklar1 vb.) gliniimiizde biyoaktif
peptit eldesi i¢in kullanilan baslica kaynaklar arasinda yerini
almaktadir [7].

Bu derleme, 6zellikle bitkisel kaynakli gidalardan protein
ekstraksiyonu, hidrolizat/peptit eldesi, protein/peptit
saflagtirilmas1 ve karakterizasyonunu kapsayan mevcut
literatiirin kapsamli bir 6zetini sunmakta ve bu alanda
kullanilan giincel metotlar1 biyoinformatik yaklagimini da
kapsayan genis bir bakis acisiyla degerlendirmeyi
hedeflemektedir.

2 Gida kaynakh protein eldesi

Protein ekstraksiyonu amaciyla kullanilan yontemlerin
siniflandirilmasinda ¢esitli bakis acilart kullanilmaktadir.
Bunlardan ilki, ekstraksiyon kosullarma gore; kuru
kosullarda gergeklestirilen (6giitme ve eleme, hava ile
siniflandirma, elektrostatik ayirma vb.) ve kuru olmayan
kosullarda  gergeklestirilen  (tek  baglarma  veya
kombinasyonlar halinde ¢esitli kimyasal, biyokimyasal,
fiziksel yontemler) ekstraksiyondur [8, 9]. Ayrica, protein
ekstraksiyonu, geleneksel yontemler (organik ¢6zgen, asit,
alkali vb. kimyasal yontemler) veya daha yeni ve yesil
ekstraksiyon yontemleri (ultrases destekli, mikrodalga
destekli, enzim destekli ekstraksiyon, subkritik/siiperkritik
stvi ekstraksiyonu vb.) olmak iizere 2 temel simifa da
ayrilabilmektedir [1].

Proteinlerin kimyasal ekstraksiyonunda alkali, asit, su ve
organik ¢6ziicii olmak tizere bir¢ok ekstraksiyon ¢oziiciisii
tek basina veya bir arada kullanilmakta ve ¢6ziicli se¢imi
protein Orneginin yapisina gore belirlenmektedir. Bitkisel
kaynaklardan protein ekstraksiyonunda, genel olarak en ¢ok
kullanilan ~ yontemlerin basinda alkali ekstraksiyonu
gelmektedir [10]. NaOH, ortam pH i ayarlanmasinda en
cok kullanilan alkalidir ve bir ¢ézgen olarak da ortama
eklenebilmektedir [9]. Alkali ortam hem hiicre duvarimin
par¢alanmasini saglamakta hem de ortamin proteinlerin
biliylik ¢ogunlugunun izoelektrik noktasi olan pH 4-5
araligindan daha yukaridaki bir pH degerinde olmasi ile
proteinlerin ¢Oziinlirligiinii  arttirmaktadir [10]. Ayrica
hububatlar gibi kiikiirt iceren amino asitlerce zengin
kaynaklarda olusan disiilfit capraz baglarini kirarak protein
¢Ozliniirliigliniin artmasina da yardime1 oldugu bildirilmistir
[10]. Fakat alkali ortam, ortamda lignin ve selillozun da
¢ozlinmesi, olasi protein denatiirasyonu, hidroliz, ¢apraz
baglanma ile lizinoalanin olusumu, amino asitlerin
rasemizasyonu ve zorunlu amino asitlerin kaybi gibi

istenmeyen sonuglara da yol acabilmektedir [9]. Wang vd.
[11], piring kepegi protein ekstraksiyonu i¢in alkali su ortami
kullanmis ve asitle c¢oktlirme ile protein eldesini
gerceklestirmigtir. Piring kepegi protein fraksiyonlarimin
eldesi i¢in ise, alblimin ve globiilin fraksiyonlar1 i¢in %2
NaCl, prolamin fraksiyonu igin etanol, glutelin fraksiyonu
icinise 0.1 N NaOH kullanmigtir. Ayrica, yiiksek yag icerikli
zeytin ¢ekirdeginden depo proteinlerinin ekstraksiyonunda
kloroform [12], damitik tahildan protein ekstraksiyonu igin
ise sulu etanol ve alkali etanol [13] kullanilmigtir. Protein
ekstraksiyonunda ¢oktiirme asamasinda da trikloroasetik asit
(TCA), aseton, metanol ve TCA/aseton karigimi [12] veya
belli bir konsantrasyonda sulu etanol [14] gibi organik
¢Oziiclilerden yararlanilmistir. Alkali
ekstraksiyon/izoelektrik ¢oktiirme, tuz ekstraksiyonu/diyaliz
ve misel c¢oktirme de bu alanda kullanilan diger
yontemlerdir [15].

Kimyasal ekstraksiyon yontemleri haricinde, enzim
destekli ekstraksiyon, subkritik su ekstraksiyonu/stiperkritik
stvi  ekstraksiyonu ve ayrica, hiicre duvarinin tahrip
edilmesine dayanan; ultrases destekli ekstraksiyon, yiiksek
basing  destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli
ekstraksiyon, vurgulu elektrik alan destekli ekstraksiyon gibi
yontemler tek baslarina, beraber veya kimyasal yontemlerle
bir arada kullamilmaktadir [1]. Enzim  destekli
ekstraksiyonda, asidik veya bazik kosullarda proteazlar [16,
17] ve karbohidrolazlar [18, 19] ayr1 ayri veya bir arada
kullanilabilecegi gibi [20], protein veriminin arttirilmasi
amaciyla alkali veya su ekstraksiyonunu destekleyici olarak
da kullanilmaktadir [21, 22]. Subkritik su ekstraksiyonu
(SBSE), belli basing altinda (10-60 bar) tutulan sicak suyun
(100-374°C) dielektrik sabitinin etanole yakin bir degere
diigiiriilmesi prensibine dayanmaktadir [23]. Siiperkritik sivi
ekstraksiyon (SKSE) ise, kullanilan akigkanin kritik noktasi
iizerinde uygulanan basing ve sicaklik sonucu, sivilar gibi bir
yogunluga sahip olan akigkanin ayni zamanda gaz gibi
sikigtirilabilir hale getirilmesi ve bdylece diisiik viskoziteye
ve goreceli yiiksek difiizyona sahip bir akigskan eldesine
dayanmaktadir [23]. SBSE yontemi piring kepegi ve soya
kiispesinden protein ekstraksiyonunda kullanilmig [24],
ayrica yagi uzaklastirilmis piring kepeginden protein ve
amino asit eldesinde alkali hidroliz yontemine gore daha
yiiksek bir verime sebep oldugu belirtilmistir [25]. SKSE
yontemi ise literatiir genelinde oOzellikle proteinlerin
fraksiyonlarina ayrilmasi, saflagtirma ve g¢oktiiriilmesinde
pH ve termal destabilizasyonlara karsi bir alternatif olarak
kullanilmaktadir  [26, 27]. Ultrasonikasyon destekli
ekstraksiyon, protein verimini arttirabilmekte ve ayrica elde
edilen protein izolatinin konformasyonunda degisiklige
sebep olabilmektedir [28, 29]. Bununla beraber, belirli bir
ultrasonik gii¢ ve ultrasonikasyon siiresi asildiginda protein
veriminde hidroliz, agregasyon ve protein denatiirasyonuna
bagli bir azalmanin oldugu da gézlemlenmistir [30]. Preece
vd. [31] soya isleme atigindan protein ekstrakte ettigi
caligmasinda, hidrodinamik kavitasyonun hiicre
parcalanmasia ve partikill boyutunda kii¢iilmeye sebep
olarak protein veriminde ultrasonikasyondan daha yiiksek
bir protein eldesi sagladigin1 fakat, yiiksek basing
homojenizasyon sisteminden artan gegis sayisi ile iriinde
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dinamik viskoziteyi arttirarak partikiil boyutunda ise
biiyiimeye yol acarak ekstraksiyon veriminde diisiise yol
actigini belirtilmistir. Ayrica yiiksek basing uygulamalarinin
proteinlerde tersinir ve tersinir olmayan yapisal degisiklere
yol ac¢tif1, denatiirasyon, agregasyon, jellesme, yiizey
hidrofobikliginde degisime sebep oldugu ve allerjenite
azalmasina  sebep olabildigi  belirtilmektedir  [32].
Ekstraksiyon = asamasinda  mikrodalga  kullanilmasi
proteinlerin birincil yapisini etkilemezken ikincil yapisinda
degisikliklere yol agmakta, bu degisiklik ile proteinlerin yag
absorpsiyonu, su absorpsiyonu, kopiik olusturma kapasitesi,
emiilgator ozelligi ve protein sindirilebilirliginde iyilesme
elde edilebilmektedir [8]. Geleneksel yontem olan alkali
ekstraksiyonuna kiyasla mikrodalga destekli ekstraksiyon ile
piring kepeginden protein eldesinde daha yiiksek verime
ulagilmis [33, 34], enzim destekli ekstraksiyon ile ise
birbirine yakin sonuglar elde edilmistir [33]. Hiicre duvarinin
par¢alanmasini hedefleyen ve elektrik temelli (termal
olmayan) bir yontem olan vurgulu elektrik alan destekli
ekstraksiyon, protein eldesinde kullanilan yeni bir yaklagim
olmakla beraber [1], bu yontemle geleneksel yontemlere
kiyasla daha yiiksek verim elde edilebilecegi belirtilmektedir
[35]. Bu yontem enzim destekli ekstraksiyonla beraber
kullanildiginda ise protein verimi, c¢Ozliniirligi ve
emiilsifiye edici ozelligi arttirdigi, kopik olusturma ve
viskozite de ise azalma yarattig1 belirlenmistir [36].

Bu yontemler haricinde siv1 bifazik flotasyon [37], ters
misel [38], sulu iki faz sistemler (iyonik sivilar, derin 6tektik
coziiciiler vb.) [39, 40] gibi yeni ve yesil teknoloji odakli
yontemler de literatiir genelinde protein ekstraksiyonu igin
kullanilmaktadir.

3 Gida kaynakh biyoaktif peptit eldesi

Gida kaynakli BAP’ler, gidalarin depolanmasi veya
cesitli gida isleme siirecleri (olgunlasma, fermantasyon,
pisirme vb.) sonucunda ana proteinden kendiliginden serbest
hale gecebildikleri gibi, insan viicudunda gastrointestinal
sistemde gerceklesen hidrolizle de olugabilmektedir [41].
Buna karsilik, enzimatik veya mikrobiyal hidroliz ile
istenilen spesifik biyoaktiviteye sahip peptit parcalarinin
eldesi gliniimiizde en ¢ok kullanilan yontemlerin basinda
gelmekte [41] ayrica, kimyasal sentezleme, rekombinant
DNA teknolojisi ve enzimatik sentezleme gibi yontemler de
BAP eldesinde kullanilmaktadir [42].

Protein hidrolizinde kullanilan ydntem g¢ogunlukla
protein kaynagina gore farklilik gostermektedir. Keratin
yapisina sahip proteinler igin asidik veya alkali iglem ile
kimyasal hidroliz tercih edilirken kazein, peynir alt1 suyu, et
gibi hayvansal {iriinler ve bitkisel proteinler daha ¢ok enzim
ve mikrobiyal hidroliz yontemleri ile hidroliz edilmektedir
[43]. Proteinlerin asit kullanilarak hidroliz edilmesi efektif
ve diisiik maliyetli bir ydntem olarak kabul edilmesine karsin
triptofanin tamamen pargalanmasi, metiyoninde kismi kayip
ve glutaminin glutamata, asparajinin aspartata doniismesi
gibi Onemli negatif etkileri bulunmaktadir [43]. Alkali
hidrolizi ise, asit gibi diisiikk maliyete sahip ve triptofanin
korundugu bir yontem olmakla birlikte, amino asitlerin
parcalanmasi, rasemizasyon, 1s1 ve alkali etkisiyle
lizinoalanin olusumu ve amino asitler arasi ¢apraz baglarin

olugmast gibi negatif etkilere de yol agabilmektedir [43, 44].
Ayrica, kimyasal hidroliz ile segici olmayan bir hidrolizin
gerceklesmesi ve yiiksek kiil igerigine sahip firiinlerin
olugsmasi, kullanilan giicli kimyasallarin hidrolizatlarin
gOriiniiglinli, c¢Ozliniirligiinii, tadin1 ve biyokimyasal
giivenligini degistirmesi sebebiyle protein hidrolizinde
alternatif  biyolojik yontemlerin  kullanilmasina  yol
agmaktadir [45].

Fermantasyon, enzimatik hidroliz ve gastrointestinal
sindirimin  taklit edilmesi, proteinlerin hidrolizinde
kullanilan baglica biyolojik yontemlerdir. Proteinlerin
sindirilebilirliginin ve ¢dziiniirliigliniin iyilestirilmesi, ayrica
alerjik Ozelliklerinin azaltilmas1 amaciyla kullanilan
enzimatik hidroliz, biyoktif peptit eldesi amaciyla da
kullanilmaktadir [46]. Laboratuvar ortamindan kolaylikla
daha biiyiik dlcege gegilebilmesi, daha kisa reaksiyon siiresi,
mikroorganizmalara gore daha rahat kontrol edilebilen bir
ortamda gerceklesmesi ve Onceden belirlenmis bir
biyoaktivite sahip spesifik peptitlerin elde edilebilmesi,
enzimatik hidroliz yontemini giiniimiizde BAP eldesinde en
cok tercih edilen yontemlerden biri haline getirmistir [4].
Proteinlerin enzimatik hidrolizinde kullanilan enzimler
hayvansal  kaynakli  (pankeratin, tripsin,  pepsin,
karboksilpeptidaz, aminopeptidaz), bitkisel kaynakli
(papain, bromelain) veya farkli aktivite kosullarina sahip ve
genis bir Olcekte yer alan bakteri veya mantar kaynakl
enzimler olabilmektedir [43]. Kullanilan proteazlar tek
baslarina veya bir arada, sirayla veya karigim halinde
kullanilabilmekte ve sahip olduklari substrat segiciligi ile
kimyasal ve besinsel olarak istenilen 6zellikte peptitler elde
edilebilmektedir. En ¢ok kullanilan proteazlar arasinda;
peptit bagimin C-ucunda arjinin veya lizin oldugunda kesen
tripsin, fenilalanin ve 16sinden sonra gelen peptit bagim
kesen pepsin, alanin, valin, l6sin, isolsin, fenilalanin,
triptofan ve tirozin igeren hidrofobik bdlgelerdeki peptit
baglarimi kesen papain, ve tercihen N-ucunda fosforlanmig
bolgeyi ve C-ucundaki hidrofobik bolgelerdeki peptit
baglarimi hidroliz eden pankreatin sayilabilmektedir [47].
Keten tohumu proteinlerinden antioksidan peptit eldesi [48],
soya proteninden antihipertansif peptit eldesi [49], kinoa
¢ekirdek proteininden antidiyabetik ve antioksidan peptit
eldesi [50], enzimatik hidroliz yonteminin kullanildig:
calismalara Ornek olarak verilebilir. Ayrica, pepsin,
pankreatin, kimotripsin gibi enzimlerin birlikte kullanilarak
gastrointestinal ~ sindirimin  taklit edilmesiyle, kinoa
proteininden antidiyabetik [51], soya unundan antioksidan
[52] ve Adzuki fasulyesinden antienflamatuar [53] peptitler
elde edilmistir. Proteinlerin enzimatik hidrolizi igin
gidalarda kullanilabilir enzimler genellikle tercih edilse de
yiiksek maliyet, goreceli diisiik peptit verimi, ortam pH ve
sicakliginin siki1 kontrol gereksinimi ve gida proteinlerinin
kompleks yapist dolayisiyla enzim-substrat etkilesiminin
kisitht diizeyde olmasi bu yontemin dezavantajlaridir [54].

Maya, kiif ve bakteriler tarafindan gergeklestirilen
mikrobiyal fermantasyon, bir¢ok hiicre i¢i ve hiicre disi
proteolitik enzimle gerceklesen proteoliz sonucu biyoaktif
peptit eldesinde kullanilan baska bir yontemdir. Ozellikle
laktik asit bakterileri, giivenli olmalar1 ve yiiksek proteolitik
etkiye sahip olmalarinin yani sira, kendi i¢cinde sahip oldugu
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cesitlilik ile hayvansal veya bitkisel ortamlara kolayca uyum
saglamaktadir ve peptit eldesinde olduk¢a fazla tercih
edilmektedir [55]. Laktik asit bakterileri ile fermantasyon
yontemi, soya proteininden antihipertansif peptit eldesinde
[56], siit proteininden multifonksiyonel peptit eldesinde [57],
eksi mayadan antioksidan peptit eldesinde [58], soya
stitinden antihipertansif peptit eldesinde [59] kullanilmustr.
Mikrobiyal fermantasyon ile gergeklesen protein hidrolizi
goreceli yiiksek maliyeti ve kontaminasyon riski gibi
dezavantajlar1 olsa da aym1 zamanda ortamdaki
hiperallerjenik  veya anti-besinsel o6gelerin  (tripsin
inhibitorleri, glisin, fitat, saponin vb.) fermantasyonla
uzaklagsmasi bu yontemin baglica avantajlarindan biridir
[43].

Geleneksel metotlarin yani sira, proteinlerin hidroliz
diizeylerini artirmak amaciyla genellikle enzimatik hidroliz
ile bir arada uygulanan hidrostatik basing, ultrases,
mikrodalga destekli ekstraksiyon, ohmik 1sitma, vurgulu
elektrik alan ve siiper kritik su hidrolizi gibi yeni teknikler
de biyoaktif peptit eldesinde kullanilmaktadir [54].

3.1 Biyoaktif peptitlerin ayrilmasi ve saflastiriimasi
3.1.1 Filtrasyon

Protein hidrolizi sonucu elde edilen ham hidrolizat, farkli
zincir uzunluguna, hidrofobik yapiya ve net yiike sahip
polipeptitler, kisa zincirli peptitler, serbest amino asitler ve
hidrolize olmayan proteinleri igeren bir karigimdir. Bu
karigim igerisinde istenilen biyoaktiviteye sahip peptitlerin
tespit edilmesi, yapisinin ve diziliminin belirlenmesi
amaciyla molekiller agirhik, yik, hidrofobisite gibi
Ozelliklere dayanan gesitli ayirma ve saflastirma teknikleri
uygulanmaktadir. Hidroliz sonrasi elde edilen protein
hidrolizatina uygulanan ayirma ve saflagtirma tekniklerinde
ilk basamak olarak genellikle membran filtrasyon (MF)
teknigi kullanilmaktadir [60]. Membran kullanimu, itici giicii
basing farki olan teknikler (mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon
ve nanofiltrasyon), itici giicii potansiyel fark olan teknikler
(elektrodiyaliz, elektroforez vb.) ve elektrik potansiyel ile
basincin  birlestirildigi teknikler (elektronanofiltrasyon,
elektrofiltrasyon vb.) olmak {izere siniflara ayrilmaktadir
[61]. Ultrafiltrasyon yonteminde (UF), degisen boyutlarda
gecirgenlige sahip membranlar kullanilarak yiiksek molekiil
agirligina sahip polipeptitler hidrolize olmayan proteinden
veya enzimlerden ayrilabilmekte, hidroliz sonucu elde edilen
kisa  peptitler  fraksiyonlarina  ayrilarak  konsantre
edilebilmektedir [62-64]. Bununla beraber geleneksel UF
isleminde, yar1 gecirgen membranlar ile hidrofobik peptitler
arasinda olasi interaksiyonlar meydana gelmesi, filtrasyon
verimliliginin ~ farkli  gdzenek boyutlarinin  normal
dagilimmdan  etkilenmesi, Ozellikle yiiksek Ornek
konsantrasyonlarda biiyiik partikiillerin de filtre olabilmesi,
goreceli yiksek Ornek miktarina ihtiyag duyulmasi,
peptitlerin geri kazanimi igin fazladan bir basamaga daha
ihtiyag duyulabilmesi gibi dikkate deger zorluklar1 da
bulunmaktadir [65].

Geleneksel membran filtrasyonunda akisin ve membran
seciciliginin iyilestirilmesi ve daha etkin bir ayrimin
saglanmasi amactyla basing itici giicline ek olarak digsal bir
elektrik alan uygulamasi da kullamilmaktir [66, 67].

Elektrodiyaliz yontemiyle ultrafiltrasyonun birlestirilmesi,
keten tohumu hidrolizatinin fraksiyonlara ayrilmasinda [68],
soya peptitlerinin saflastirilmasinda [69] ve kolza tohumu
protein hidrolizatinin ayrimi1 ve konsantrasyonunda [70]
kullanilmustir.  Bununla  beraber, Langevin vd. [71],
nanofiltrasyon (NF) ile elektrodiyaliz-ultrafiltrasyon
(EDUF) kombine yontemini karsilastirdiklari
calismalarinda, NF ile kiiciik ve spesifik molekiil agirligina
sahip peptit fraksiyonlart elde ederken, EDUF ile daha genis
bir molekiiler dagilhimina ve ayrica daha fazla polar amino
asit miktarma sahip fraksiyonlar elde edildigi belirtilmistir.
Elde edilen fraksiyonlarin antioksidan kapasitelerine
bakildiginda ise, her iki yontemde elde edilen yiiksek
kapasitenin birbirinden farkli fraksiyonlarda elde edildigi
goriilmektedir. Sonug olarak, optimize ve daha spesifik
peptit fraksiyonlarinin elde edildigi bir sistem i¢in bu iki
yontemin ayni ayirma siirecinde birlikte kullanilmast
gerektigi onerilmistir.

3.1.2 Kromatografik yontemler

BAP aynistirilmast  ve saflagtirilmasi asamalarinda
genellikle birden fazla kromatografik yontem bir arada
kullanilmaktadir (Tablo 1). Peptitleri zincir uzunluguna veya
molekiiler agirliklarina gore ayrilmasimi saglayan boyut
diglama  kromatografisi (SEC), membran filtrasyon
teknikleri ile beraber peptit eldesinin ilk agamasinda siklikla
kullanilan  bir yontemdir [65]. SEC yonteminde,
molekiillerin gézenekli bir sabit faz ile interaksiyonu sonucu
elisyon sirast molekiiler agirhgmi takip etmektedir.
Boylece, yiiksek molekiil agirhigma sahip olanlar
gozeneklerden diglanarak ilk 6nce kolondan ayrilirken, daha
kiiciik molekiiller ise gézeneklere eriserek kolon igerisinde
daha genis bir yiizeye niifuz etmekte ve daha uzun zamanda
kolondan ayrilmaktadir [72]. SEC yontemi analitin
ozelliklerine bagli olarak jel filtrasyon kromatografisi (GFC)
ve jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) olarak ikiye
ayrilmaktadir. GFC yontemi, suda ¢6ziinen bilesenlerin
ayrimi i¢in tercih edilmektedir ve polar fonksiyonel gruplara
sahip gozenekli partikiillerle paketlenmis kolonlarda, su
iceren mobil fazlar ile gergeklestirilmektedir. GPC
yonteminde ise, suda ¢Oziinmeyen bilesenler i¢in polar
olmayan kolonlar ve ¢dzgenler kullamlmaktadir [73]. Iyon
degisim kromatografisi (IEC), hareketli fazdan (tampon
¢ozelti ve drnek) gelen yiiklii molekiiller ile sabit fazdaki ters
yiikke sahip gruplar arasinda gerceklesen interaksiyona
dayanmaktadir. Proteinlerin ters yiike sahip bir sabit faza
baglanmas1 veya kolondan ayrilmasi, proteinin yiiklii
gruplan ile karsit yiikli iyonlara sahip tampon ¢ozelti
arasinda gerceklesen rekabetin  sonucudur [74]. I1EC
yonteminde segicilik, 6zel bir iyon degistiriciye baglanan
¢oziinen maddelerin serbest enerjilerindeki farkliliktan ve bu
maddelerin yiikleri, yiikk yogunluklari ve yiizeylerindeki yiik
dagilimlariyla ortaya ¢ikan cesitli diizeydeki interaksiyonlar
tarafindan belirlenmektedir. Bu interaksiyonlar ise, mobil
fazin iyonik kuvveti ve pH degeri ile kontrol
edilebilmektedir [75]. Anyon degisim kromatografisi (AEC)
ve katyon degisim kromatografisi (CEC) olarak ikiye ayrilan
IEC yonteminde, sentetik resin veya polisakkarit destek
materyalleri kullanmaktadir [76]. Asidik kalintilara sahip
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Tablo 1. BAP ayrigtirma, saflagtirma ve tanimlanmasinda kullanilan kromatografik yontemler

Kaynak Ayum"}./ saﬂa?'mma Biyoaktivite Peptit tanimlama Kaynak

yontemi
Siyah soya fasulyesi kiispesi UF, GFC, RP-HPLC Antioksidan ve antikanser ESI-MS/MS [62]
Amarant tohumu RP-HPLC Antihipertansif, antitrombotik, MALDI-TOF [80]

antioksidant
Perilla tohumu GFC, RP-HPLC Antioksidan UPLC-QTOF MS/MS [81]
Ciya tohumu UF Antioksidan - [82]
Findik GFC, RP-HPLC Antioksidan ve sitoprotektif etki HPLC-QTOF MS [83]
- . Antioksidan, antikanser,

Bugday embriyosu RP-HPLC antihipertansif Nano-LC/ESI-MS/MS [84]
Bira mayse atig ME, yaru preparatt Antidiyabetik UPLC-MS/MS [85]
Kinoa GP-HPLC Antidiyabetik ve antioksidan - [50]
Piring kepegi UF, 'Eﬁbﬁrcepara“f Antikanser MALDI-TOF/TOF MS [86]
Nohut tohumu IEC, GFC, RP-HPLC Antioksidan MALDI-TOF-MS/MS [87]

AC, GFC Selatlama aktivitesi - [88]
Erik ¢ekirdegi UF Antioksidan, antihipertansif HILIC ve ?}IDSREIS‘ C-Q-TOF [89]

. S UF, yari-preparatif RP- . . L . HILIC ve RP-HPLC-ESI-Q-TOF
Zeytin ¢ekirdegi HPLC Antihipertansif, antiproliferatif MS/MS [90]
Aygigegi AC, RP-HPLC Antihipertansif - [91]
Yari-preparatif RP-

Palm ¢ekirdegi kiispesi HPLC, Antioksidan UHPLC-Q-TOF MS/MS [92]

izoelektrik fokuslama

peptitler olsa da ¢ogu peptidin pH 8.5 altinda n6tr veya bazik
net yiike sahip olmasi dolasiyla genel olarak anyon degisim
kromatografisi ¢ok kullanilmamakta, bunun yerine giiglii
katyon degisim kromatografisi, 6zellikle hidrofobiklige
dayanan ters-faz yiiksek basing sivi kromatografisi (RP-
HPLC) yontemiyle birlikte yaygin olarak tercih edilmektedir
[77]. RP-HPLC, hidrofobik sabit fazin, polar bir hareketli
fazdaki hidrofobik analit ile interaksiyonuna dayanan bir
yontemdir ve peptitler sahip olduklar1 hidrofobik yapiya ve
molekiiler agirliklarina gore ayrilmaktadir. Boylece diisiik
molekiiler agirliga sahip diisiik diizeyde hidrofobik peptitler
kisa alikonma zamanima sahiptir ve kolondan &nce
ayrilmaktadir  [65]. RP-HPLC o6zellikle laboratuvar
diizeyinde yapilan caligmalarda sahip oldugu etkinlik,
cesitlilik ve otomasyon kabiliyeti ile siklikla bagvurulan
metotlarin baginda gelmektedir [78].

Ayrica bu tekniklere ek olarak, ultra yiiksek basing sivi
kromatografisi (UHPLC), hidrofilik interaksiyonlar sivi
kromatografisi  (HILIC), affinite kromatografisi ve
izoelektirik odaklama ydntemleri de peptit ayristiriimasi ve
saflagtirilmasi agamasinda kullanilan diger yontemlerdir [2].

3.2 Biyoaktif peptitlerin tanimlanmasi

Gilintimiizde, Edman degradasyonu gibi farkli teknikler
bulunuyor olsa da kiitle spektrometresi (MS) peptit
tanimlamasinda ve amino asit dizilimlerinin belirlenmesinde
kullanilan baglica yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir (Tablo 1).
Edman degredasyonuna dayanan dizilim belirleme
yonteminde, yogun bir saflagtirma asamasimna ihtiyag
duyulmas1 ve goreceli diisiik hassasiyeti, peptit dizilerinin
belirlenmesinde MS yonteminin yayginlasmasinin en énemli
sebepleridir [55]. Genellikle elektrosprey iyonizasyon (ESI)
kaynagi ile eslestirilmis sivi kromatografisinin kullanildig:
peptit tanimlama ¢alismalarinda, kiitle analizatorleri olarak;

kuadropol (Q), ucus zamanl (TOF), iyon tuzakli, Q-TOF,
TOF-TOF, Q-iyon tuzakli sistemleri kullanilmaktadir (Tablo
1). Ayrica, TOF Kkiitle analizatorii ile eslesmis matriks-
destekli lazer desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI) veya
ardigik kiitle spektrometresinin (MS/MS) kullamildig1 ¢ok
sayida ¢alisma da literatiir genelinde bulunmaktadir [79].

4 Biyoinformatik yontemler

Biyoinformatik;  biyolojik  verilerin  toplanmasi,
islenmesi, paylasilmasi ve yenilerinin olusturulmasini
saglayan ve bu sirada da bilgisayar yazilimlarini kullanan
disiplinler aras1 bir bilim dahdir [93]. Protein/peptit
aragtirmalarinda  biyoinformatigin en temel prensibi,
aminoasit dizisinin polipeptidin nasil  katlanacagini
(yapisini) belirlemesi ve yapinin da dogrudan fonksiyonla
iligkili olmasidir [94]. Bu prensip sayesinde, yapisal veya
fonksiyonel benzerlikler tahmin edilebilmektedir. Veri
tabanlari, protein/niikleotid/peptitler ile ilgili bilgilerin
simiflandirilip depolandig platformlardir ve DNA — RNA
dizileri, amino asit dizisi, protein-peptit yapisi, literatiir
caligmalari, mutasyon c¢aligsmalari, taksonomik bilgiler gibi
bir¢ok biyolojik veriyi igermektedir. En genis kapsamli ve

genel veri tabanlari olarak NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), EMBL-EBI
(https://www.ebi.ac.uk/) ve DDBJ
(https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html) kabul

edilmektedir. Birbiriyle giincel veri paylasiminda da bulunan
bu veri tabanlarina g¢evrim i¢i olarak T{icretsiz olarak
erigilebilmektedir [95].

Gida bilimlerinde biyoaktif peptit arastirmalari, saglik ve
beslenme arasindaki iliskiye verilen Onemin artmasiyla
beraber ilgi ¢eken ve lizerine oldukga fazla ¢aligilan alanlar
haline gelmistir. Bu ¢caligmalarin ¢ogunda biyoinformatik
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Proteinlerin potansiyel biyoaktif peptit
profillerini tahmin etme

Proteinden peptit elde ederken hidroliz
simiilasyonu yapilmasi
(in silico hidroliz)

Gida BAP aragtirmalarinda

biyoinformatik

Peptitleri biyoaktivite, alerjenite, toksisite,
tat dzellikleri yoniinden degerlendirme

Peptit-hedef makromolekiil etkilesimlerinin
atomik diizeyde agiklanmasi

Sekil 1. Gida bilimlerinde biyoaktif peptit arastirmalarinda biyoinformatigin genel kullanim alanlar1

Biyoinformatik Analizler

et

Dizi bazlh tahmin analizleri
Veri tabani aramalan
in silico hidroliz
Biyoaktivite tahmini

~a

Yapi bazh tahmin analizleri
Yapisal modelleme
Molekdler yaklagtirma (docking)
Molekiiler dinamik
QSAR

Sekil 2. Dizi bazli ve yap1 bazli analizlerin siniflandirilmasi

analizlerden yararlamldig goriilmektedir [96].
Biyoinformatigin bu c¢alismalarda karsilasilan genel
kullanim alanlart Sekil 1°de verilmistir.

Biyoinformatik analizlerde ilk adim amino asit dizisinin
bulunmasidir. Bunun i¢in incelenen gida drnegindeki protein
veya peptitlere ait anahtar kelimelerle veri tabanlarinda
arama yapilarak, genellikle analizlerde kullanilan FASTA
formatindaki diziye erisilebilmektedir. BAP ¢aligsmalarinda
en ¢ok kullanilan analizler Sekil 2’deki gibi siralanabilir.

Biyoinformatik analizleri dizi bazli ve yap1 bazlh
analizler olarak siniflandirmak miimkiindiir. BAP’lara ait
genel veri tabanlar1 olmakla birlikte ¢ok sayida da biyoaktif
Ozelligine gore siniflandirildigi veri tabanlar: bulunmaktadir.
Genel arama yapilabilecek veri tabanlarma 6rnek olarak
UniProt-Peptide Search (https://www.uniprot.org/
peptidesearch/), PepBank (http://pepbank.mgh.harvard.
edu/search/basic), EROP-Moscow (http://erop.inbi.ras.ru/)
PeptideAtlas (https://db.systemsbiology.net/sbeams/cgi/
PeptideAtlas/Search?_tab=1) verilebilirken, antimikrobiyal
peptitler i¢in CAMP-R3 (http://www.camp.bicnirrh.res.in/
index.php), DPPIV inhibitér peptitler icin IDPPIV-SCM
(http://camt.pythonanywhere.com/iDPPIV-SCM), ACE
inhibitor peptitler i¢gin AHTPDB (http://crdd.osdd.net/
raghava/ahtpdb/) 6rnek olarak sayilabilir. Bunlarla birlikte,
BAP’larla ilgili veri tabanlar1 [97, 98] c¢aligmalarinda
kapsamli  olarak  listelenmistir. =~ BIOPEP-UWM™
(http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep)
ve FeptideDB  (http://www4g.biotec.or.th/FeptideDB/
enzyme_digestion.php) gida kokenli biyoaktif peptitler igin
Ozellestirilmis veri tabanlar1 ve ayrica proteinin biyoaktivite
profilinin tahmin edilebildigi platformlardir [99, 100].
BIOPEP-UWM™™ peptitlerin duyusal ve alerjenik dzellikleri
i¢in de bir veri taban1 ve tahmin aracidir.

in silico hidroliz analizi bir diger dizi bazli analizdir;
protein zincirinde, spesifik enzimler tarafindan kesilebilecek
yerler bellidir ve bu bolgelerdeki baglarin kirilmasi simiile
edilerek aciga cikabilecek olas1 peptitler
tahminlenebilmektedir [101]. in silico araglarda enzim

taramast yapmak ¢ok hizli oldugundan deneylere baslamak
icin iyi bir referans noktasidir ve farkli kaynaklarin BAP
potansiyelini inceleyen ¢ok sayida ¢aligma vardir [102, 103].
Yukarida bahsedilen BIOPEP-UWM™ ve FeptideDB
disinda  Expasy-PeptideCutter  (https://web.expasy.org/p
eptide_cutter/) yaygin olarak kullanilan bir diger in silico
hidroliz aracidir. in silico hidrolizin smirlandigi nokta,
proteinin Dbirincil yapisin1 dikkate alarak bir tahmin
iiretmesidir. Ancak proteinler {i¢ boyutlu bir katlanmaya
sahip olduklar i¢in dizi diizeyinde yapilan bu tahminlerin
deneysel olarak mutlaka kanitlanmalidir. Bununla birlikte,
proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi gesitli 6n islemlerle (yiiksek
sicaklik, ultrases, ohmik 1sitma, mikrodalga vb.)
bozulabilmektedir [54]. Boylece enzimin erisebilecegi
alanlar a¢ilir ve in silico hidroliz tahminlerine yaklagilabilir.
Dizi diizeyindeki analizler, fonksiyonu tahmin etmede
cok degerli bilgiler saglamaktadir. Ancak, fonksiyonun daha
iyi anlagilmasi i¢in yapi bazli analizlere de ihtiyag
duyulmaktadir. Baz1 peptitler proteinler gibi daha kararli bir
yaptya sahipken, cogu peptit esnek yapidadir. Cevre
kosullarina gore ve etkilesecegi molekiile gore farkli
konformasyonlarda bulunabilmektedirler [104]. Peptit
yapilarinin deneysel olarak ¢oziildiigii tekniklerden bazilar
X 1gim1 kristalografisi [105], niikleer manyetik rezonans
[106] ve kiigiik a¢1 X 1g1m sagilimi [107] olarak siralanabilir
ve ¢oziilen yapilara PDB (https://www.rcsh.org/), StraPep
(http://isyslab.info/StraPep/), SATPdb (https://webs.iiitd.
edu.in/raghava/satpdb/about.php)  gibi veri tabanlarindan
erisilebilmektedir. Peptit yapisinin ¢oziimiindeki zorluklar
nedeniyle ozellikle protein-peptit etkilesimlerini
aydinlatabilmek ig¢in  hesaplamali  tahminler —dnem
tagimaktadir. Peptit yapilarinin modellenebildigi
programlara ornek olarak PEP-FOLD3 (https://bioserv.
rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLDY/),
PEPstrMOD (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/pepstrmod/)
verilebilir. Bununla birlikte yapay zeka ile protein/peptit
yapilar1 hesaplayan yazilimlar da son yillarda basariyla
kullanilmaya baglanmistir ve en giincel araca 6rnek olarak
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AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/AOAOALIGNY)
gosterilebilir.

Kantitatif yap1 aktivite iliskisi (Quantitative structure-
activity relationship; QSAR), molekiillerin yapist ve
biyofiziksel ozellikleri ile biyoaktiviteleri arasinda bir
korelasyon bulmak i¢in matematiksel modellerin
olusturuldugu bir metottur [108]. QSAR, peptit yapilar1 ile
spesifik aktiviteleri arasindaki iligkiyi anlamak, yeni bir
kaynaktan elde edilmis veya dizayn edilmis peptitlerin
aktivitelerini tahminlemek i¢in kullanilmaktadir. QSAR
genel hatlartyla dort basamakta gergeklesirilmektedir [109].
flk adimda, peptitlere ait dizi, yapisal ve fizikokimyasal
(boyut, biiyiikliik, hidrofobiklik, polar yiik), biyolojik
aktivite verileri (ICso, LDsp) literatirden veya veri
tabanlarindan  bulunur. Ikinci adim, tamimlayicilarm
secilmesidir. Toplanan bu 6zellikler niimerik verilerle
tanimlanir. Gegmis caligmalarda arastirmacilarin
olusturdugu tanimlayici sistemler yayinlanmistir [110-113]
ve bu tanimlayicilar  glincel ¢aligmalarda da
kullanilmaktadir.  Ardindan  bilgisayar destekli  bir
matematiksel model olusturulur ve karakterize edilmis
peptitler ile model validasyonu yapilmaktadir. Son adimda
da model dogrulandiktan sonra yeni peptidin biyoaktivite
potansiyeli tahmin edilmektedir [109].

Molekiiler yaklastirma, kenetleme olarak bilinen teknik
literatiirde yaygin olarak docking olarak adlandirilmaktadir.
Docking, molekiiller arasindaki etkilesiminin nasil olacagini
tahmin eden bir simiilasyon teknigidir. Olas1 tiim atom
etkilesimleri  degerlendirilerek  enerji  minimizasyonu
yapilmaktadir [114]. Etkilesim mekanizmasinin ¢6ziilmesi
ile docking, farkli ligand veya inhibitdrler kesfedilmesi,
mutasyon caligmalari, homolog sistemlerin
aydinlatilmasinda olduk¢a dnemlidir.

Molekiiler dinamik, bir molekiilin veya kompleksin
sinirlandirilmis bir zaman iginde (yiizlerce ps ve ns), ¢esitli
kosullar  altindaki  degisiminin  atomik  diizeyde
incelenmesidir [115, 116]. Bu teknik, ligand-protein
etkilesimi gibi iki molekiiliin baglanma 6zelliklerini tahmin
etmede ¢ok yardimcidir. Ilag tasariminda aktif molekiillerin
taranmasinda ve peptitlerin hedef proteinlere baglanma
ayrintilarinin incelenmesinde kullanilan bir metottur.

5 Sonug¢

Bitkisel veya hayvansal gida kaynaklarindan ve gida
isleme atiklarindan elde edilebilen BAPler, saglik tizerinde
sahip olduklar1 potansiyel olumlu etkileriyle o6zellikle
fonksiyonel gida pazarinda oldukca dikkat ¢ekmektedir.
Giinlimiizde, protein ekstraksiyonu ve hidrolizat eldesinde
geleneksel yontemler (kimyasal yontemler, enzimatik
yontemler vb.) kullanilmakla beraber 6zellikle son yillarda
protein verimini ve hidroliz diizeyini arttirmak amaciyla
ultrases, mikrodalga, hidrostatik basing, ohmik 1sitma,
vurgulu elektrik alan, subkritik su/siiperkritik s1v1 gibi yeni
tekniklerden de oldukca yaygin sekilde yararlanilmaktadir.
Protein hidrolizatlarindan biyoaktif peptit fraksiyonlarinin
ayristirilmasi ve saflastirilmasinda ise g¢esitli membran ve
kromatografik yontemler ayri ayr1 ve/veya kombinasyonlar
halinde kullanilmakta, elde edilen biyolojik aktiviteye sahip
peptitlerin amino asit dizilimlerinin belirlenmesinde ise MS

teknolojisinden faydalanilmaktadir. Ayrica bu alanda
bilgisayar tabanli ve analitik teknikleri igeren biyoinformatik
araglar proteinlerin amino asit dizilerine ulasilmasi, enzim
secimi, in silico sindirim gergeklestirilmesi, peptit
karakterizasyonu = ve olast  bioaktivite  tahmininde
arastirmacilarin siklikla kullandigi bir yontem olarak 6ne
ctkmaktadir.  Biyoinformatik  yaklasim  kapsaminda,
saflagtirilan peptit dizilerinin belirlenmesi ile kapsamli
biyoaktif peptit veri tabanlari olusturulmustur. Bu veri
tabanlar1 sayesinde olasi yeni peptitlerin tespiti miimkiin
olmaktadir. Peptitlerin sadece birincil yapilarinin degil, {i¢
boyutlu atomik yapilariin da aktivitelerinde &nemli rolii
bulunmaktadir ve peptit yapi-fonksiyon iliskisini arastiran
biyoinformatik ¢alismalar bu anlamda c¢ok Onem
tagimaktadir. Peptit atomik yapilart deneysel ve hesaplamali
yontemlerle ¢oziilebilmekte, elde edilen yapilarin molekiiler
dinamik ya da docking gibi ydntemlerle analizi sonucu
biyoaktiviteleri karakterize edilebilerek yeni nesil peptitler
tasarlanabilmektedir. Ayrica biyoinformatik analizlerle
laboratuvar deneylerinin entegre edilmesi ve tiimlesik bir
yaklagimla yapilan arastirmalar giin gegtikge artmaktadir.
Biyoinformatik araglar ile algoritmalarin iyilestirilmesi ve
gelistirilmesine biiyiik katki saglamaktadir.
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