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OZET

Bu c¢alismada geleneksel yontem ve direkt fermantasyon yontemi
olmak tuzere iki farkli teknikle uretilen Maras tarhanalari ve
tarhanalarin ana bilesenlerinin (yogurt ve dévme) pepsin-tripsin
hidrolizatlarinda bulunan 3kDa altindaki kisa zincirli “biyoaktif
peptitler” arastinnlmigtir. Q-TOF LC/MS cihazindan alinan MS
verileri PEAKS Studio (versiyon 8.5) programinda degerlendirilmis ve
tespit edilen peptitlerin BIOPEP veri setinde fizyolojik aktiviteleri
arastirilmistir. RP-HPLC’de tarhana orneklerinin peptit profilleri
kiyaslanmigtir. Geleneksel tarhana hidrolizatlarinda 3 kDa altinda
34 tane, direkt fermente tarhana hidrolizatlarinda ise 50 tane peptit
tespit edilmistir. Bunlarin 8 tanesi ACE inhibitor peptit, 3 tanesi
antioksidan peptit, 1 tanesi antibakteriyal peptit, 4 tanesi DPP IV
inhibitor peptit ve 1 tanesi renin inhibitér peptit olarak BIOPEP veri
setinde tanimlidir. Yogurt hidrolizatlarinda tespit edilen 19 peptit
zincirinden iki tanesi (VLPVPQK, EAMAPK) tarhana érnekleri ile
ortaktir. Dovme hidrolizatinda 23 adet peptit tespit edilmigtir.
Bunlarin i¢inden LVVPPK peptiti direkt fermente tarhana
hidrolizatinda da tespit edilmistir. Yogurt ve dévme hidrolizatlarinda
ortak peptit bulunmamistir. BIOPEP veri setinde yer almayan
EAMAPK peptitinin antioksidan, IIVTQTMK peptitinin ACE
inhibitér ve LPAVFK, LPGLKF, LLSLGA, LVVPPK peptitlerinin
amino asit dizilimi ve turleri géz 6nine alindiginda antimikrobiyal
aktivite tagima kapasiteleri oldugu degerlendirilmistir.

ABSTRACT

In this study, two different techniques namely traditional and direct
fermentation method were used to produce Maras tarhana. Peptide
profiles of tarhana samples were compared by RP-HPLC method, and
investigated by Q-TOF LC/MS. Mass spectrometry data were
analyzed in PEAKS Studio (version 8.5) software and the
physiological activities of the peptides were investigated in BIOPEP
database. According to MS data, 34 and 50 different peptides were
determined in the traditional and direct fermentation tarhana
hydrolyzates, respectively. Among them, a total of 8 ACE inhibitor
peptides, 3 antioxidant peptides, 1 antibacterial peptide, 4 DPP-IV
inhibitor peptides, 1 renin inhibitor peptide were found in the
BIOPEP database. 19 different peptide were detected in the yogurt
hydrolyzate. Two of them (VLPVPQK, EAMAPK) were also detected
in tarhana hydrolyzates. Overall, 23 peptides were detected in wheat
samples. One of which (LVVPPK) was also detected in the direct
fermented tarhana hydrolyzate. However no common peptide was
detected in yoghurt and wheat hydrolyzates. As a result of the
literature review, it was found that peptide EAMAPK, which is not
included in the BIOPEP database, has antioxidant activity and the
peptide ITIVTQTMK has the potential to show ACE inhibitory activity.
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In addition it has been concluded that LPAVFK, LPGLKF, LLSLGA,
and LVVPPK peptides sustained the potential to show antimicrobial

activity considering the amino acid sequence and types..
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GIRIS bekletildikten sonra ince bir tabaka halinde “cig”

Protein yapisi icinde inaktif olan ancak enzimatik
aktivite (mikroorganizma veya sindirim sistemi
kaynakl1) sonucunda énciil protein yapisindan serbest
kalarak viicutta hormon benzeri fizyolojik aktivite
gosteren peptit zincirleri “fonksiyonel peptit” veya
“biyoaktif peptit” olarak tanimlanmaktadir
(Korhonen, 2009). Proteinleri olusturan amino asit
zincirleri icine kodlanmis Dbiyoaktif peptitlerin
genellikle 2-20 amino asitten olusan, hidrofobik amino
asitlerce zengin kisa peptit zincirleri oldugu ifade
edilmektedir (Chakrabarti ve ark., 2018). Giiniimiizde

ozellikle stit proteinleri kaynakli opioid,
antitrombotik, antihipertansif, antimikrobiyal,
antikanserojen, mineral baglayici ve

immunomodiilatér aktiviteye sahip farkli biyoaktif
peptitler tanimlanmistir (Nongonierma ve FitzGerald,
2015) .Biyoaktif peptitlerin viicuttaki fizyolojik
aktivitesi, amino asit kompozisyonlari ve dizileri ile
iligkilendirilmektedir. Ozellikle peptit zincirinin C ve
N-terminal uglarinda bulunan amino asitlerin
fizyolojik aktivite igin belirleyici oldugu ifade
edilmektedir (Giir ve ark., 2010). Biyoaktif peptitler
vicutta hormon  benzeri aktivite gostererek
diizenleyici olarak goérev yapabildikleri i¢in gida
alaninda ve farmakolojik uygulamalarda kullanim
olanaklarina sahip saghg1 destekleyici, koruyucu
etmenler olarak kabul edilmektedir (Kesler ve ark.,
2008).

Fermente et, siit ve baklagil trinlerinin tretiminde
bir ana basamak olan fermantasyon esnasinda
gerceklesen proteoliz sonucunda serbest hale gegebilen
biyoaktif peptitler, bu Urtunlerin fonksiyonel
niteliklerini gelistirebilmektedir (Akpinar ve Uysal,
2013). Bu baglamda tarhananin, hem siit hem de tahil
proteinleri igermesi agisindan 6nemli bir biyoaktif
peptit kaynagr oldugu dustunilmektedir. Aym
zamanda bir fermente gida olarak tarhana, bakteriler
tarafindan biiyiikk protein molekiillerinin kisa peptit
zincirlerine pargalandigi 6nemli bir matriks olarak
degerlendirilmektedir.

Marag tarhanasi, pilav gibi pisirilen dévme bugdayin
yogurtla karigtirildiktan sonra kurutulmasiyla elde
edilen fermente bir triindiir (Yildimm ve Giizeler,
2016). Geleneksel iiretim yonteminde her bir kilogram
pismis dévmeye yaklagik olarak 3.5-4.5 kg yogurt
eklenir. Hazirlanan karigim bir gece bez torbalarda
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olarak adlandirilan hasirlarin lizerine serilir. Acgik
havada gilines altinda 1-2 gin suren kurutma
isleminden sonra tarhanalar kis mevsimi boyunca
depolanmak tizere metal figilara konulur.

Bu calismada geleneksel yontem ve direkt
fermantasyon ile ftiretilen Maras tarhanalarindaki
proteinlerin yapisi i¢cinde inaktif halde bulunan ancak
mikroorganizmalarin veya sindirim sistemi
enzimlerinin proteolitik aktivitesi sonucunda mide-
bagirsak sisteminde serbest kalarak 6nemli fizyolojik
aktiviteler sergileyen biyoaktif peptitlerin varhg
arastirilmig, geleneksel ve direkt fermantasyon
yontemiyle tUretilen tarhanalarin suda c¢ozlinen
fazlarinin peptit profilleri karsilastirilmig, kitle
spektrometresinde tarhana, yogurt ve dovme
orneklerinin pepsin-tripsin hidrolizatlarindaki
peptitler incelenmistir.

MATERYAL ve METOD
Materyal

Tarhana yapiminda kullanilan dévme (islem gérmiis
bugday) yerel bir degirmenden, tam yaglh UHT siit
(Ulker A.S.) bir marketten satin alinmigtir. Yogurt
kiltiirii (CH-1 Thermophilic DVS) Chr Hansen
(Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir.
Tripsin enzimi (T8003) Sigma’dan, pepsin enzimi (P-
1120-48) Fisher Chemical’dan satin alinmistir.

Yontem
Yogurt tretimi

Yogurt kiiltiiri (firmanin tavsiye ettigi miktar 90 mg
DVS kiiltiir L'1) 200 ml siite ilave edilerek 40 °C’de 3
saat sturesince aktive edilmistir. Kiiltiir inokiile edilen
sut 2.5 litre UHT siite eklenerek 44 °C'de 4 saat
fermantasyona birakilmistir. Fermantasyon sonunda
yogurt buzdolabi sicakliginda 12 saat bekletilmigtir.

Do6vmenin pisirilmesi

Dovmeler suyla yikandiktan sonra agirlikga 1 birim
déovme 3 birim su ile karigtirlarak pisirilmistir.
Pigirme iglemine doévme igerisinde beyaz nokta
kalmayincaya kadar devam edilmistir.

Tarhana tretimi

Geleneksel Maras tarhanas: tiretimi i¢in agirhikga 1
birim pismis dévme 2.5 birim yogurt ile karigtirilmig
ve karigim (tarhana hamuru) mikser yardimiyla
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homojen hale getirilmigtir. Tarhana hamuru 44 °C’de
8 saat fermantasyona birakilmigtir ve sire sonunda
yaklagik 0.5 cm kalinliginda olacak sekilde hasirlara
serilerek nem miktar:1 % 10’a diisene kadar 60 °C’deki
etlivde kurutulmustur.

Direkt fermente Marag tarhanasi tiretimi i¢in yogurt
kultirid 40 °Cde 200 ml sit iginde 3 saat siliresince
aktive edildikten sonra 2.3 litre UHT siit ile
karigtirnlmigtir. Yogurt kiiltiirti inokiile edilen siit ve
pismis dévme agirlik¢a 1 birim pismis dévme 2.5 birim
siit olacak sekilde bir kapta birlegtirilmistir. Karigim
44 oC’de 4 saat fermantasyona birakilmig ardindan 12
saat buzdolab1 sicakliginda bekletilmigtir. Bekletme
sonunda 44 °Cde 8 saat siiresince ikinci bir
fermantasyon islemi ger¢eklestirilmistir. Elde edilen
tarhana hamurunun kurutulmasinda geleneksel
uretim yontemindeki parametrelerin aynisi
kullanilmigtar.

Tarhana Proteinlerinin In-Silico Sindirim Modeli

Tarhana proteinlerinin n-silico hidrolizinin
modellenmesi i¢cin BIOPEP programi (Minkiewicz ve
ark., 2008) kullamlmistir. Yogurt kaynakh
proteinlerden  asi-kazein  (P02662),  as2-kazein
(P02663), B-kazein (P02666), k-kazein (P02668), B-
laktoglobulin (P02754), a-laktalbumin (P00711) ve
bugday kaynakli proteinlerden glitenin HMW
(P10388), gliitenin LMW (P10385), y-gliadin (P08453),
a-B-gliadin (P02863) in-silico hidroliz modellenmesi
icin secilmistir. Hidroliz modeli icin tripsin (EC
3.4.21.4) ve pepsin (pH>2 EC 3.4.23.1) enzimleri
kullanilmigtir.

Peptit Profili Analizi

Suda c¢oziinen azotlu bilegenler (WSE) (Coda ve ark.,
2012) tarafindan bildirilen sekilde elde edilmistir.
Yogurt ve pismis dévme mikserle homojen hale
getirilmis ve tarhana oOrnekleri 6gutilip 1 mm’lik
elekten gecirilmistir. Her bir érnekten (yogurt, dsvme
ve tarhana) 40 g tartilarak 200 ml 50 mM Tris-HCI
(pH:8.8) ile karigtirlmistir. Orneklerin ekstraksiyonu
40 °Cde 16 saatte tamamlanmigtir. Stire sonunda
ornekler +4 oC’de 3 saat bekletilmistir. Orneklere ait
¢okeltiler tzerinden alinan sivilar santrifiijjlenerek
(15000 x g, 30 dakika) elde edilen siipernatantlar bir
sonraki asama olan kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) icin
toplanmisgtir.

SPE kolonlar: (C18, 500 mg 3 ml!, 50 pm; Finisterre,
Ispanya) sirasiyla 2 ml metanol, 2 ml ultra saf su, 2 ml
% 0.1'lik formik asit c¢ozeltisi ile sartlanmigtir.
Kolonlara o6rneklerin WSE ekstraktlarindan 2 ml
aktarilmigtir. Ekstraktlarin akis hizi dakikada 1 ml
olacak sekilde ayarlanmigtir. Kolonda tutulan
peptitlerin geri kazanilmasi i¢in kolondan sirasiyla 2
ml % 0.1°lik formik asit ¢ozeltisi, 2 ml % 0.1°lik formik
asit ¢ozeltisi (% 20 asetonitril icinde) ve 2 ml % 0.1'lik
formik asit c¢ozeltisi (% 50 asetonitril icinde)
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gecirilmistir (Herraiz ve Casal, 1995). Toplanan sivilar
liyofilize (Alpha 1-4 LSCplus; Christ, Almanya)
edilmigtir. Liyofilize ekstraktlar kullanilacaklar:
zamana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

RP-HPLC cihazinda gercgeklestirilen peptit profili
analizi i¢in liyofilize ekstraktlara 2 ml ultra saf su
eklenmigtir. Bir saat oda sicakliginda bekletilen
ekstraktlar filtreden (45 pm x 25 mm PTFE)
gecirilerek HPLC cihazina (LC-20 AT; Shimadzu,
Japonya) 100 ul enjekte edilmistir. Analizlerde Inertsil
ODS-3 C18 ters faz kolon (250 x 4.6 mm, 5 pm partikiil
biiyiikliigii; GL Sciences, Japonya) kullamilmistir.
Mobil faz (A: % 0.1 formik asit — ultra saf su (v/v), B: %
0.1 formik asit — asetonitril (v/v)) akis hiz1 0.7 ml dk!
ve kolon sicakligr 40 °C olarak ayarlanmistir. Mobil
fazlar icin gradient programi 3.dk A: %100, 13. dk A:
%90, 21.dk A: %80, 29. dk A: %70, 37. dk. A: % 50, 45.
dk A: %30, 53. dk. A: % 0 ve 61. Dk. A: % 100 olarak
ayarlanmigtir.

Kiitle Spektrometresi (MS) Analizi

Tarhana 6rnekleri (gelenseksel ve direkt fermente),
yogurt ve dovmenin pepsin-tripsin hidrolizatlarinin
hazirligi i¢in ilk etapta 6rneklerin suda ¢oziiniir azotlu
bilesen ekstraktlar1 (WSE) peptit profili analizinde
anlatildig1 gibi elde edilmistir. Bu islemlerin sonunda
ekstraktlarin pH’lar1 HCl ile 2ye ayarlanmigtir.
Ekstraktlara enzim substrat orani 1:50 olacak sekilde
10 mM HCI i¢inde pepsin eklenmigtir. Hidroliz iglemi
37 °C sicaklikta 24 saatte tamamlanmigtir. Enzim
aktivitesini sonlandirmak i¢in ekstraktlar 15 dakika
boyunca 90 °C su banyosunda bekletilmigtir. 37 cC’ye
sogutulan ekstraktlarin pH’st NaOH c¢6zeltisi ile 8e
ayarlanmigtir. Ardindan ekstraktlara 1 mM HCI
icinde tripsin (1:80 enzim substrat oran1) eklenmistir.
Hidroliz 37 °C sicaklikta 24 saatte tamamlanmigtir.
Tripsin aktivitesini sonlandirmak i¢in ekstraktlar 15
dakika boyunca 90 °C su banyosunda tutulmustur.
Ekstraktlar 20 dakika boyunca buz banyosunda
sogutulmustur. Bu iglemler sonunda 6rneklerin sivi
kisimlar1 ayrilarak santrifiijlenmis (15000 x g, 30
dakika) ve peptit fraksiyonlarini iceren
stipernatantlar1 toplanarak peptit profili analizinde
anlatildigi1 sekilde SPE iglemi gerceklestirilmigtir.
Elde edilen sivilar liyofilizatérde kurutularak MS
analizine kadar -20 °C’de depolanmigtar.

MS analizi (Mejri ve ark., 2017) sonunda elde edilen
veriler PEAKS Studio 8.5 (Bioinformatics Solutions
Inc.; Waterloo, Canada) programinda
degerlendirilmistir. Bu amacla programa
UniProtKB/Swiss-Prot (Anonim, 2018c) veri seti
tanmitilarak, metiyonin oksidasyonu, serin
fosforilasyonu ve sistein karbamidometilasyonu
sonuglarin degerlendirilmesindeki degiskenler olarak
secilmisgtir. Sonuglar degerlendirilirken -10logP alt
sinir1 15 olarak belirlenmistir. De-novo sekanslama
sonuclarinda % ALC (average local confidence) 70 ve
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uzeri degerler kabul edilmigtir. Swiss-Prot veri setinde
yer almayan peptitlerin kaynaklarinin belirlenmesi
amaciyla ScanProsite (Anonim, 2018b) programindan
yararlanilmigtir. Tarama yapilacak veri seti olarak
UniProt KB (trEMBL) secilmistir. Elde edilen veriler
BIOPEP-UWM (Anonim, 2018a) veri setinde
taranmis, eslesme goriilen peptitlere sonuglarda yer
verilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
In-silico Sindirim Modeli

Tarhana bilesimindeki yogurt ve dévme kaynaklh
proteinlerin  pepsin-tripsin enzimleriyle in-silico
hidrolizi neticesinde agirlikli olarak dipeptitler agiga
cikmistir (Veriler sunulmamigtir). Toplamda 153 adet
dipeptit, 14 adet tripeptit ve 3 adet daha uzun zincirli
peptitin  BIOPEP veri setinde kayitli oldugu
gorilmustir. Veri setinde kayitli peptitler i¢inde 42
ACE inhibitor, 47 DPP-IV inhibit6r, 9 antioksidan, 1
antitrombotik, 2 glukoz alimini uyarici, 2 vazoaktif
madde salimini uyarici, 1 mide mukoz membran
aktivitesini diizenleyici, 1 antiamnestik, 1 CaMPDE
inhibitér ve 2 renin inhibitor aktivite gésteren peptit
bulunmaktadir.

Yogurt ve dévme proteinlerinin dizisinde bulunan IPP
ve VPP tripeptitleri ACE inhibitor etkileri nedeniyle
birgok arastirmanin konusu olmustur. Ayn1 zamanda
Calpis (Japonya) ve Evolus (Finlandiya) isimleriyle
ticarilesmis formlar: bulunan (Korhonen, 2009) IPP ve

uv

VPP tripeptitleri gibi ti¢ amino asitten olusan peptit
zincirlerine in-silico modellemede simirli sayida
rastlanmigtir. Benzer sekilde MS sonuglarinda IPP ve
VPP tripeptitleri tespit edilmemigtir.

In-silico hidroliz modelinde agirlikhi olarak dipeptitler
aciga gikmistir. Dipeptit ve tripeptitlerin uzun amino
asit zincirlerine kiyasla daha reaktif karakterli
olabildigi bunun yaninda bagirsak duvarindan
gecmelerinin  dolayisiyla kan dolagimina dahil
olmalarinin daha kolay oldugu bildirilmektedir (Le
Maux ve ark., 2015). Kisa peptit zincirleri aym
zamanda gidalarin tat ve acilik gibi duyusal 6zellikleri
uzerindeki etkilerinden 6tiiri 6nemli gérilmektedir
(Maehashi ve Huang, 2009).

Peptit Profili Analizi

Sekil 1’de sunulan geleneksel ve direkt fermente
tarhana 6rneklerinin peptit profilleri kiyaslandiginda
baz1 piklerin alanlarinda gériilen farkliliklar diginda
kromatogramlarin biiyik oranda benzer oldugu
gorulmiistiir. Bu nedenle dretim metotlarinin
tarhanalarin peptit profilleri tizerinde farklilik
olusturmadigr duslinilebilir. Yogurt, dévme ve
tarhana orneklerinin kromatogramlar:
kiyaslandiginda (Veriler sunulmamistir) yogurt
fermantasyonu esnasinda ortaya cikan peptitlerin
buyuk oranda tarhanalarin peptit profilini belirledigi
diustniulmektedir.
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Sekil 1. Geleneksel ve direkt fermente tarhana oOrneklerine ait RP-HPLC kromatogramlarinin

kargilagtirilmasi

Figure 1. Comparison of RP-HPLC chromatograms of traditional and direct fermented tarhana samples
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Kiitle Spektrometresi (MS) Analizi
Yogurt ve dévme hidrolizat:

Yogurt hidrolizatinin MS analizinde tespit edilen
peptitler icinde (Veriler sunulmamistir) yalnmizca
antioksidatif etki gosteren VLPVPQK peptiti BIOPEP
veri setinde yer almaktadir. Tespit edilen bir bagka
peptit EAMAPK'nin antioksidatif etki gosterdigine
dair literatiir bilgisi bulunmaktadir (Pepe ve ark.,
2016). Ote yandan yogurt proteinlerinin in-silico
sindirim modelinde 6ngorilen peptitlerin biiytik kismi
MS analizinde tespit edilmemigtir.

Yogurt hidrolizatinda tespit edilen antioksidan
VLPVPQK peptiti bagka bir ¢alismada daha tespit
edilmistir (Kunda ve ark. 2012). Fakat baz
calismalarda (Donkor ve ark., 2007; Plaisancie ve ark.,
2013; Jin ve ark., 2016; Sah ve ark., 2016) saptanan
VPP ve IPP gibi etkileri 1iyi tanimlanmig
antihipertansif peptitler ve kazeisin A IKHQGLPQE)
ve israsidin (RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF) gibi
iyi  bilinen  antimikrobiyal peptitler  yogurt
hidrolizatinda tespit edilmemistir.

D6vme hidrolizatinin MS analizinde tespit edilen
peptitlerin BIOPEP veri setinde veya literatiirde
tamimlanmig fizyolojik aktivitesine ulasilamamigtir.
LVVPPK peptiti dovme ve direkt fermente tarhana
hidrolizatlarinda ortak bulunmustur. Bugday ve

bugdaydan elde edilen trinlerdeki peptitlerin
arastirildigl énceki ¢alismalarda (Jeong ve ark., 2007;
Nakamura ve ark., 2007; Rizzello ve ark., 2008; Nogata
ve ark., 2009; Kancabas ve Karakaya, 2013; Zhao ve
ark., 2013) bulunan peptitler bu calismada tespit
edilmemigtir.

Tarhana hidrolizatlar:

Ek 1 ve Ek 2’'de geleneksel ve direkt fermente tarhana
orneklerinin MS verileri sunulmustur. Geleneksel
tarhana hidrolizatinda 3 kDa’dan kucik 34, direkt
fermente tarhana hidrolizatinda 50 farkli peptit tespit
edilmistir. Bu peptitlerin BIOPEP veri setinde
tamimlanmig fizyolojik aktiviteleri Cizelge 1’de
sunulmustur. IPAVFK, VLPVPQK, LLR, LR, VR ve
FR peptitleri her iki tarhana hidrolizatinda ortak
tespit edilmistir. AVPYPQR ve RL peptiti ise yalnizca
geleneksel tarhana hidrolizatinda tespit edilirken
LIVTQ ve EMPFPK peptitleri yalnizca direkt fermente
tarhana hidrolizatinda tespit edilmistir. Her iki
tarhana hidrolizatinin antibakteriyal, antioksidan,
renin inhibitér, DPP-IV inhibitér, ACE inhibitor
aktivite gosteren en az bir peptit igerdigi
anlasilmaktadir. Bdylece her iki metotla tretilen
tarhanalarin hidrolizatlarinda tespit edilen peptitlerin
fizyolojik aktiviteleri yoninden benzer oldugu
sonucuna ulasilmigtir.

Cizelge 1. PEAKS Studio programi ¢iktilarinin BIOPEP veri setindeki tarama sonuglari
Table 1. Investigation of the results of peaks studio software in BIOPEP dataset

Peptit Fizyolojik Aktivite Teorik Kiitle (Da)  Olgiilen Kiitle (Da) Hidrolizat

(Peptide) (Physiological Activity) (Theoretical Mass)  (Measured Mass) (Hydrolyzate)

TPAVFK ~ Antibakteriyel, DPP-IV.inhibitor, g7 04, 673.4163 GT*, DT**
ACE inhibit6r

AVPYPQR  ACE inhibitér, antioksidan 829.4310 829.4446 GT

VLPVPQK  Antioksidan 779.4760 779.4905 GT, DT

LIVTQ ACE inhibit6r 572.3410 572.3533 DT

EMPFPK ACE inhibitor 747.3484 747.3625 DT

FR ACE inhibitor, DPP-IV inhibitér 321.1690 321.1801 GT, DT

VR ACE inhibitor, DPP-IV inhibitér 273.1690 273.1801 GT, DT

RL ACE inhibitor, DPP-IV inhibitér 287.1850 287.1957 GT

LR Renin inhibitér, ACE inhibitor 287.1850 287.1957 GT, DT

LLR Antioksidan 400.2690 400.2798 GT, DT

*GT: Geleneksel tarhana hidrolizat1 (Traditional tarhana hydrolyzate)
**DT: Direkt fermente tarhana hidrolizat1 (Direct fermantation tarhana hydrolyzate)

MS analizinde tespit edilen peptitler ile in-silico
sindirim modeline goére secilen dévme ve sut
proteinlerinden serbest kalmasi éngériilen peptitler
kiyaslandiginda, ACE inhibitér ve DPP-IV inhibitér
aktivite gosteren VR dipeptiti disinda ortak sonug
bulunamamigtir. Bu durumun gidalarin kompleks
kimyasal yapisiyla iligkili olarak deneysel ¢alismada
yeterli hidroliz derecesine erigilememesi ile ilgili
olabilecegi disunulmektedir. Cizelge 2’de in-silico
hidroliz modelinde 6ngoérilen peptitler ve deneysel
hidroliz calismasinda tespit edilen peptitlerin
fizyolojik aktiviteleri kargilagtirilmigtir.
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BIOPEP veri setinde kayitli olmayan EAMAPK peptiti
baska bir calismada (Pepe ve ark., 2016) antioksidatif
peptit  olarak  tamimlanmistir. Veri  setinde
bulunmayan diger bir peptit olan IIVTQTMK ACE
inhibitér peptit olarak tanmimlanmistir (Chobert ve
ark., 2005). Bunlarin yaninda veri setlerinde ve
literatturde yer almayan LPAVFK, LPGLKF, LLSLGA,
LVVPPK peptit zincirleri amino asit igerikleri
yoniinden incelenmeye deger goriilmiustir. Prolin,
16sin, valin, glutamik asit ve trionin amino asitlerinin
istatistiksel olarak, tanimlanan antimikrobiyal peptit
zincirleri  i¢cinde  baskin  sekilde  bulundugu
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belirtilmektedir (Dziuba ve Dziuba, 2014) Bu
anlamda yukarida verilen doért peptit zincirinin

antimikrobiyal aktivite tasimaya aday peptitler
oldugu distiniilebilir.

Cizelge 2. In-silico ve deneysel hidroliz ile serbest kalan peptitlerin kiyaslanmasi
Table 2. Comparison of peptides cleaved by in-silico and experimental hydrolysis

In-silico Hidroliz
(In-silico Hydrolysis)

Deneysel Hidroliz
(Experimental Hydrolysis)

Fizyolojik Aktivite

(Physiological Activity) Yogurt Bugday
(Yogurt) (Wheat)

Antioksidan 4 +

(Antioxidant)

Antibakteriyal + +

(Antibacterial)

Renin inhibitor + +

(Renin inhibitor)

ACE inhibitor + +

(ACFE inhibitor)

DPP-1IV inhibitér + +

(DPP-IV inhibitor)

Antitrombotik + +

(Antithrombotic)

Glukoz alimini uyarici +

(Glucose uptake stimulation)

Antiamnestik + +

(Antiamnestic)

CaMPDE inhibitor + +

(CaMPDE inhibitor)

Vazoaktif madde  salimini

uyarici etki + +

(Vasoactive substance release

stimulation)

Mide mukoz membran

aktivitesi diizenleyici etki + +

(Stomach mucosal membrane
activity regulation)

Geleneksel Tarhana Direkt Fermente Tarhana

(Traditional Tarbana) (Direct Fermantation
Tarhana)

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

Daha o6nce yapilan bir calismada (Conway ve ark.,
2013) tanimlanan antioksidan etki puan tablosuna
gore bu ¢alismada tespit edilen IAPVFK, LAPVFK,
APIVKF ve VLPVKPQ peptit zincirlerinin antioksidan
aktivite tasimaya aday peptitler oldugu
diisinulmektedir. S6z konusu peptitlerin antioksidatif
etki puanlar1 sirasiyla 10 tizerinden 7, 6.5, 7 ve 7
olarak hesaplanmigtir. Bu ¢alismada bulunan
VLPVPQK peptiti i¢in bu deger 10 tizerinden 7.5 puan
bulunmustur.

Tarhana, yogurt ve dévme hidrolizatlarinda bulunan
ortak peptitler incelendiginde EMMAPK, LAEK,
TVMAPQ  peptitlerinin  yogurt ve  tarhana
hidrolizatlarinda, LVVPPK peptitinin dévme ve
tarhana hidrolizatlarinda ortak oldugu gorilmektedir.
Fakat her li¢ 6rnekte ve yogurt ile dévme hidrolizatlar
arasinda ortak olan peptitlere rastlanmamistir.
Tarhana hidrolizatlar1 ile kiyaslandiginda yogurt ve
dévme hidrolizatlarinda tespit edilen peptit sayisi
daha azdir. Direkt fermente tarhana hidrolizatinda 50,
geleneksel tarhana hidrolizatinda 34, yogurt
hidrolizatinda 19 ve dévme hidrolizatinda 23 farkl 3
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kDa altinda buiyukluge sahip peptit tespit edilmigtir.
Tespit edilen peptitlerin ve ortak peptitlerin sayilari
Sekil 2’de sunulmustur. Tespit edilen peptitler
agisindan tarhana orneklerinin daha zengin bir
kaynak olusturmasi1 laktik asit bakterileri ve
mayalarin tarhana fermantasyonu esnasindaki hiicre
dis1 proteolitik enzim aktivitesi ile aciklanabilir
(Pritchard ve Coolbear, 1993). Yogurt kaynakh
mikroorganizmalar bugdaydan gelen kisa zincirli
sekerlere erisim saglayarak  geligebilmektedir.
Bugdaydaki karbonhidratlarin ¢ok biyik bolimi
(%65-75) nisasta yapisinda olmakla birlikte toplam
karbonhidratlarin %1’ini monosakkaritler (glukoz,
fruktoz) ve disakkaritler (sukroz, maltoz), % 1’ini
oligosakkaritler (rafinoz, frukto oligosakkarit), % 1-
2’sini fruktanlar olusturmaktadir (Lafiandra ve ark.,
2014). Hiicre metabolizmasina katilmasi kolay olan bu
sekerlerin  mikrobiyal gelismeyi tesvik ederek
proteolitik parcalanmaya katk:i sagladigi boylece
tarhanada yogurt ve dévmeye kiyasla daha fazla peptit
aciga ¢giktig1 distiniilmektedir.
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Tarhana hidrolizatlar:

Yogurt
hidrolizat1

6%

Do6vme
hidrolizat1

Sekil 2. Tarhana, yogurt ve dévme hidrolizatlarinda ortak bulunan peptitler
Figure 2. Common peptides present in tarhana, yogurt and wheat

SONUC ve ONERILER

Tarhana orneklerinin hidrolizatlarinda tespit edilen
peptitler icinde fizyolojik aktivite gosteren 8 ACE
inhibitér, 3 antioksidan, 1 antibakteriyal, 4 DPP-IV
inhibitér, 1 renin inhibitér peptit tespit edilmigtir.
Yogurt hidrolizatinda tespit edilen VLPVPQK ve
EAMAPK peptitlerinin literatiirde antioksidatif
aktivitesi tanimlanmigtir. Dévme hidrolizatinda tespit
edilen peptitlerle ilgili literatiir bilgisine
ulagilamamaisgtar.

Yogurt ve dovme hidrolizatlarinda tespit edilen
peptitlerin buyik kismi tarhana hidrolizatlariyla
ortak degildir. Bu nedenle tarhana fermantasyonunun
3 kDa altindaki peptitlerin serbest kalmasi acisindan
onemli bir basamak oldugu soylenebilir.
Hidrolizatlarda tespit edilen peptitler fizyolojik
aktiviteleri acisindan degerlendirildiginde tarhana
hidrolizatlarinda daha fazla sayida fizyolojik aktivite
gosteren peptit bulunmaktadar.

Tarhana bilesiminde, yogurdun yapisindan gelen
mikroorganizmalar ve bugdayin yapisindan gelen
galakto-frukto oligosakkaritler ve diyet lifleri birlikte
bulunmaktadir. Bu anlamda tarhana probiyotik-
prebiyotik (sinbiyotik) etki gosteren gidalardan
birisidir. Bu durum Marasg tarhanasinin fonksiyonel
urin kimligine 6nemli katki saglamaktadir. Bununla
beraber proteolitik aktivitesi yiiksek oldugu belirtilen
Lactobacillus helveticus gibi laktobasillerin tarhana
fermantasyonuna dahil edilmesi durumunda
proteinlerden  serbest kalan kisa peptitlerin
cesitliliginde artig olabilecegi ve boyle bir ¢alismanin
tarhananin fonksiyonel o6zelligini arttirabilecegi
degerlendirilmektedir.

Guniumtuzde tiiketicilerin talepleri dogrultusunda
dogal gida katki maddelerinin kullanim olanaklar:
tizerinde oOnemli arastirmalar yuritilmektedir.
Antimikrobiyal peptitler gibi gida koruyucusu olarak
kullanilmakta olan dogal bilesenler, yeni gida
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katkilarinin ve insan saghgimi destekleyici yeni
urtinlerin gelistirilmesi calismalarinda ilgi
uyandirmaktadir. Bu anlamda ¢alismada tespit edilen
ancak veri setinde yer almayan peptitlerin biyolojik
aktiviteleri  belirlenerek  koruyucu ve saghg
destekleyici etkiler gésteren peptitler tanimlanabilir,
bunlarin gida ve saghk sektorinde kullanim
olanaklar1 arastirilabilir. Bu ¢alismalar neticesinde
tuketicilerin dogal-saghkli gida talebine cevap
vermeye yoOnelik faydali bulgular elde edilebilecegi
dustntulmektedir.
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Ek 1. Kutle spektrometresi verilerinin PEAKS Studio programinda degerlendirilmesi
Appendix 1. Evaluation of MS data in PEAKS Studio software

Kiitle(Da) (Mass) -10lgP*  Peptit (Peptide) Erisim Kodu (Access number)
673.4163 24.06 TPAVFK P02754 (LACB_BOVIN)
673.4163 24.06 LPAVFK Q58DWO0 (RL4_BOVIN)
o R 645.3156 19.23 EAMAPK P02666 (CASB_BOVIN)
S8 473.2962 18.39 GGC(-2.95)KL A6QLB5 (A6QLB5_BOVIN)
<= 645.3156 17.22 KDCPAL A0A1D5U880 (AOA1D5USS0_WHEAT)
RN 671.2762 17.17 DSSC(-2.95)TY F1IMFLO (FIMFLO_BOVIN)
E ?g 829.4446 16.43 AVPYPQR P02666 (CASB_BOVIN)
oS 512.3071 16.02 AAPVR AOAO07TRWI5 (AOAO77RWI5_WHEAT)
53 673.4163 15.83 IAPVFK AKB**
3 & 673.4163 15.83 LAPVFK AKB
~ 779.4905 15.48 VLPVPQK P02666 (CASB_BOVIN)
932.5365 15.23 LIVTQTMK P02754 (LACB_BOVIN)
932.5365 15.23 IIVTQTMK P02755 (LACB_BUBBU)
932.5365 23.58 IIVTQTMK P02755 (LACB_BUBBU)
932.5365 23.58 LIVTQTMK P02754 (LACB_BOVIN)
673.4163 22.80 IPAVFK P02754 (LACB_BOVIN)
673.4163 22.80 LPAVFK Q58DWO0 (RL4_BOVIN)
645.3156 21.50 EAMAPK P02666 (CASB_BOVIN)
673.4163 19.35 APLVFK AOAO7TRPE6 (AOA077TRPE6_WHEAT)
673.4163 19.35 APIVFK AKB
747.3659 18.21 EMMIPK AKB
~ 747.3659 18.21 EMMLPK Q29RT4 (CDCA2_BOVIN)
© :%‘ 673.4163 17.36 APIVKF AOAOBSQNF2 (AOAOBSQNF2_LACLL)
£S 673.4163 17.36 APLVKF AKB
TS 829.4480 16.63 AVM(+15.999LPGAR F1MKX7 (FIMKX7_BOVIN)
g 5 673.4163 16.52 LPGIKF AOAOR2GUSO (AOAOR2GUS0_9LACO)
i’é kS 673.4163 16.52 LPGLKF W5BHC7 (W5BHC7_WHEAT)
g s 572.3533 16.38 LLSLGA P24627 (TRFL_BOVIN)
g5 5 473.2962 15.88 C(-2.95)GAVK AKB
B § 779.4905 15.74 VLPVPQK P02666 (CASB_BOVIN)
=3 572.3533 15.65 IIVTQ AKB
5 _§ 572.3533 15.65 LIVTQ AOAOMA4FI60 (AOAOM4FI60_BOVIN)
8 572.3533 15.65 LLVTQ ATMBJ5 (CAND1_BOVIN)
572.3533 15.65 ILVTQ AKB
512.3071 15.64 APAVR AKB
655.3653 15.51 SC(-2.95)KPPQ G5E6Q3 (G5E6Q3_BOVIN)
677.3496 15.19 KPDRY Q88VP9 (PRMA_LACPL)
572.3533 15.08 LLTVQ AOAO7TTRWX9 (AOAO77RWX9_WHEAT)
572.3533 15.08 LITVQ A0A096UUP1 (A0OA096UUP1_WHEAT)
572.3533 15.08 ILTVQ QOVD51 (RNF13_BOVIN)
572.3533 15.08 IITVQ Q58D55 (BGAL_BOVIN)
747.3625 15.07 EMPFPK P02666 (CASB_BOVIN)

*-10 1gP: Hatali eslesme olasihig1 (%1 hatali eglesme ihtimali -101gP:20 degerine denktir)

** AKB: Anlamli kaynak bulunamad

365




KSU Tarim ve Doga Derg 25 (2): 357-366, 2022
KSU J. Agric Nat 25 (2): 357-366, 2022

Arastirma Makalesi
Research Article

Ek 2. PEAKS Studio programinin de-novo sekanslama sonuclari
Appendix 2. De-novo sequancing results of PEAKS Studio software

Peptit (Peptide) % ALC*  Kiitle (Da) (Mass)
LLAEK 89 572.3533
KLPQ 88 484.3009
LPAVKF 87 673.4163
LQPK 84 484.3009
LKPQ 83 484.3009
LR 82 287.1957
MALPPK 79 655.3727
VLPVKPQ 76 779.4905
LLAKE 75 572.3533
LLR 74 400.2798
LKGPA 74 484.3009
LAR 73 358.2328
. VLPVPC(-2.95R 73 779.5018
s § LLAEK 72 572.3533
§& ALR 72 358.2328
H& RL 71 287.1957
B~ LAK 71 330.2267
2 § LKPGA 71 484.3009
§13§ FR 70 321.1801
g5 VR 70 273.1801
oS LLIVQ 70 572.3533
LLAEK 90 572.3533
LPAVKF 87 673.4163
ALPPK 85 524.3322
GVSK 85 339.2274
LQPK 84 484.3009
LKPQ 83 484.3009
VR 80 273.1801
LAPPK 79 524.3322
LR 78 287.1957
E TVMAPQ 76 645.3156
& LVVPPK 76 651.4319
g 5 KLPQ 76 484.3009
£ FR 76 321.1801
8§ MALPPK 75 655.3727
5% LLR 75 400.2798
5 LAR 75 358.2328
g § CVLPPK 74 655.3727
EQ ALR 74 358.2328
5§ LAK 73 330.2267
s & VLR 72 386.2641
A8 HQ 70 283.1281

*% ALC: Sekanstaki amino asitlerin dogruluk ytizdesi

KISALTMALAR

ACE: Angiotensin converting enzyme

CaMPDE: Calmodulin dependent cyclic nucleotide
phosphodiesterase

DPP-1V: Dipeptidyl peptidase-4

kDa: Kilo dalton

Q-TOF LC/MS: Quadrupole time of flight liquid
chromatography/mass spectrometry

RP-HPLC: Reversed phase-high performance liquid
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chromatography

UHT: Ultra high temperature

Amino asitlerin tek harf kisaltmalari; A: Alanin, C:
Sistein, D: Aspartik asit, E: Glutamik asit, F:
Fenilalanin, G: Glisin, H: Histidin, I: Izolésin, K: Lizin,
L: Losin, M: Metiyonin, N: Asparagin, P: Prolin, Q:
Glutamin, R: Arginin, S: Serin, T: Trionin, V: Valine,
W: Triptofan, Y: Tirozin



