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OZET
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Proteinler, beslenme degeri ve sahip olduklar islevsel 6zelliklerinden dolay1 ¢ok 6nemli
gida bilesenleridir. Modifikasyonlar ile protein yapisini degistirmek, elde edilen yeni
hammadde ile gida giivenliginin saglanmasi, beslenme taleplerinin karsilanmasi ve
lezzetlilik acisindan Onemlidir. Serbest radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerini
yakalamanin yani sira anti kanserojen ve anti mutajen etkileri oldugu bilinen fenolik
bilesiklerin, proteinlerle bag yapmada ytiksek afiniteye sahip olduklar1 iyi bilinmektedir.
Bir¢cok gidanin yapisinda bulunan fenolik bilesikler, kimyasal yapilarina bakildiginda
hayli reaktiftirler ve kolaylikla enzimatik ya da enzimatik olmayan yollarla okside
olurlar. Bu tarz reaksiyonlarin baglangicinda kinonlar olusur ve olusan kinonlar
sayesinde fenolik bilesik molekiilii elektrofilik hale gelmektedir. Dolayisiyla, okside
olan fenolik bilesiklerle protein yapisindaki yan zincirlerin niikleofilik eklenmesi
protein yapisinda modifikasyona sebebiyet vermektedir. Fenollerin oksidasyonu pH,
sicaklik ya da etkilesim siiresi gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gosterebilir ve bu

kosullarin belirlenmesi protein modifikasyonu acisindan énem arz eden bir konudur.



Bugiine kadar, proteinlerle fenolik bilesiklerin bazik kosullarda kovalent baglanarak

kompleks olusturdugu bilinmektedir.

Bu caligma ile yesil ¢ay fenolik bilesikleri ile protein modifikasyonunun sonucunda hem
antioksidan potansiyeli arttirtlmis hem de amino gruplarin reaktivitesi sinirlandirilarak
glikasyon potansiyeli azaltilmis protein ya da protein bazli gida elde etmek
amaglanmistir. Bu amacgla modifiye protein elde etmek icin, kazein (KN), ovalbumin
(OVA) ve gluten (GLU) proteinleri ilk once yesil cay ekstrakti (YCE) ile alkali (pH 8,
10, 12) kosullar altinda altinda muamele edilmistir. Reaksiyon 25 ve 50 °C’de 30, 60 ve
120 dakika boyunca gergeklestirilmistir. Bu yolla fenolik bilesiklerin okside olmalar1 ve
kinonlar1 olusturmalari, dolayisiyla reaktif hale gelmeleri hedeflenmistir. Kinon
olusumunun ve olusan kinonlarin proteinlerin amin kalintilarina kovalent baglanmasinin
dogrulanmast i¢in, hem kontrol hem de modifiye edilmis protein 6rneklerinin toplam

antioksidan kapasitesi (TAK) ve amino asit miktarlar1 dl¢tilmiistiir.

Modifiye olmus proteinlerin modifikasyonunun dogrulanmasi i¢in kontrol ve modifiye
proteinlerde amino asit analizi yapilmis ve sonrasinda lizin igerikleri belirlenmistir. KN,
OVA ve GLU ile yesil ¢ay ekstrakt ¢ozeltisinin pH 10°da gergeklestirilen reaksiyonu
sonucunda modifiye kazein ve ovalbumin i¢in lizin miktarlarinin kontrol 6rneklerine
gore % 94, modifiye gluten i¢in lizin miktarinin kontrol 6rnegine gore %71 oraninda
modifiye edilebildigi gosterilmistir. Antioksidan kapasite sonuglarina gére muamele
edilmis protein Orneklerinin toplam antioksidan kapasitesi kontrol orneklerine gore
anlaml1 derecede yiiksektir (p<0,05). TAK’da en yiiksek artis pH 10’da muamele edilen
orneklerde gozlenmistir. Muamele sicakligi ve siiresinin baglanma agisindan alkali

kosullar kadar etkili olmadig1 goriilmiistiir.

Bunu takiben, modifiye edilmis proteinlerin glikasyon potansiyeli lizerindeki etkisini
arastirmak i¢in en yiliksek TAK degerine sahip modifiye edilmis proteinlerden model
reaksiyonlar hazirlanmigtir. Kontrol veya modifiye protein ile farkli konsatrasyonlarda
(1-5-10-20-100 pmol) glukoz c¢ozeltisi ile hazirlanan model sistemler 100°C’de 15
dakika boyunca yag banyosunda isitilmigtir. Ardindan erken ve ileri glikasyon
belirtegleri olarak furozin ve karboksimetillizin (CML) gibi glikasyon {irlinleri analiz

edilmigtir. Modifiye protein komplekslerinin kuru sistemde 1sitilmasi sonucu olusan
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furozin miktarlari, kontrol model sisteme gore dnemli lgiide azalmistir (p<0,05). Fakat

CML miktarlarinda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).

Bazi protein bazli gida 6rneklerinde; (yagsiz siit, sekersiz soya siitli, yumurta, bugday
unu, cavdar unu ve yulaf unu) belirlenen optimum kosullarda YCE ile reaksiyon
gerceklestirilerek antioksidan kapasitelerinde degisim izlenmistir. Modifiye edilmis
protein bazli gida ornekleriyle elde edilen sonuglar kontrol 6rneklerine gore anlamli
derecede ytiksektir (p<0,05). Bu sonuglar modifiye edilmis protein bazli gidalarin
antioksidan Ozellikleri arttirilmis fonksiyonel ozellikli gida katki maddesi olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda KN, OVA ve GLU proteinlerinin yesil ¢ay fenolikleri
ile muamele edilmesinin, antioksidan potansiyeli arttirilmis ve glikasyon potansiyeli
sinirlandirilmis fonksiyonel protein elde etmek icin biiyiik bir potansiyele sahip oldugu

Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Protein modifikasyonu, protein glikasyonu, fenolik bilesikler, gida

proteinleri, protein-fenol kompleksi, kinon, furozin, karboksimetillizin
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ABSTRACT

PRODUCTION OF PROTEIN BASED FUNCTIONAL
INGREDIENT THROUGH THE MODIFICATION OF PROTEIN
PRIMARY STRUCTURE WITH THE PHENOLIC COMPOUNDS

Zahire Ahsen YUKSEL

Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Vural GOKMEN
September 2020, 80 pages

Proteins are vital food ingrediens due to their nutritional value and functional properties.
Changing the protein structure with modifications is important in terms of providing
food safety, corresponding nutritional demands and palatability with the obtained new
raw material. Polyphenols, which are well known to have anti carcinogenic and anti
mutagenic effects as well as scavenging free radicals and reactive oxygen species, have

high affinity for binding with proteins.

The polyphenols found in the most of foods are highly reactive considering their
chemical structure and they are easily oxidized by enzymatically or non-enzymatically.
At the beginning of these reactions, quinones are formed and accordingly, polyphenol
molecule becomes electrophilic. Therefore, nucleophilic addition of the oxidized
polyphenols to the side chains in protein structure give rise to modification in the
protein structure. Oxidation of polyphenols may vary depending on pH, temperature or
interaction time, and investigation of the effects of these factors is an important issue in
terms of modification of protein. To date, proteins are known to covalently bind with

polyphenols under alkaline condition.
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In this study, it is aimed to obtain protein or protein based food with induced
antioxidant potential as well as reduced reactivity of amino group resulting in limited
glycation potential through modification of proteins with gren tea polyphenols. For this
purpose, in order to obtain modified proteins, casein (CN), ovalbumin (OVA) and
gluten (GLU) proteins were firstly treated with green tea extract (GTE) under alkaline
condition (pH 8, 10, 12). Treatment were performed at 25°C and 50°C for 30, 60 and
120 minutes. In this way, polyphenols are aimed to be oxidized and form quinones, thus
becoming reactive. Total antioxidant capacity (TAC) and amino acid amount of both
control and modified protein samples was measured to confirm the formation of

quinone and covalent binding of the formed quinones to amine residues of proteins.

In order to confirm the modification of the modified proteins, amino acid analysis was
performed in the control and modified proteins, and then lysine contents were
determined. As a result of the reaction of CN, OVA and GLU and green tea extract
solution at pH 10, it has been shown that lysine amounts can be modified 94% modified
casein and ovalbumin samples, and 71% for modified gluten samples compared to the
control. According to the results, TAC of treated proteins samples was significantly
higher than control proteins samples (p<0,05). The highest increase in TAC was
observed in the samples treated at pH 10. The results indicated that both treatment

temperature and time was not as effective as alkaline conditions in terms of binding.

Following this, in order to investigate the effect of modification on glycation potential
of modified proteins, model reactions were prepared from modified proteins having
highest TAC value. Model systems prepared with either control or treated proteins and
glucose in varying concentrations (1-5-10-20-100 umol) were heated in an oil bath at
100°C for 15 minutes. Then glycation products such as furosine and N-g-
carboxymethyllysine (CML) were measured as indicators of early and advanced
glycation. The amount of furosine formed by heating the modified protein complexes in
the dry system was significantly lower than in the heated control model systems
(p<0,05). However, there was no significant difference in CML amounts of both heated

modified protein and control model systems (p>0,05).

In some protein based food samples; (skim milk, sugarless soy milk, egg, wheat flour,

rye flour and oat flour) reaction was performed with GTE under optimum conditions
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and the changes in the TAC were observed. The TAC results obtained with modified
protein based food samples are significantly higher than the control samples (p<0,05).
These results shows that modified protein-based foods can be used as functional food

additives with increased antioxidant properties.
Consequently, this study offers that the treatment of CN, OVA and GLU proteins with

green tea phenolics has a great potential for obtaining functional protein with increased

antioxidant potential and limited glycation potential.

Keywords: Protein modification, protein glycation, phenolic compunds, food proteins,

protein-phenol complex, quinone, furosine, carboxymethyllysine
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GIRIiS
Proteinler beslenme acisindan ve fonksiyonel Ozellikleri sebebiyle cok onemli gida
bilesenleridir. Olduk¢a karmagsik bir yapiya sahip proteinlerin besinsel degerleri ile
viicudun elzem amino asitlere olan ihtiyacini karsilamalarinin yani sira gidalara
kazandirdiklar1 ozellikler arasinda emiilsifiye edebilme kabiliyetleri, antimikrobiyal
aktivite, kopilik ve jel olusturma, lezzet baglama veya film olusturma o6zellikleri yer

almaktadir. Bu Ozelliklerine, gida sistemlerinde antioksidan olarak kullanimlar1 da

eklenebilir [1].

Proteinlerin modifikasyonu heniiz gida islemede yaygin bir yontem olmasa da diinyada
stirekli artmakta olan beslenme sorunlari, yeni hammaddelerin kullanilmasin
gerektirmektedir ve bu sorunlarin giderilmesi agisindan protein modifikasyonu her
gecen glin 6nem kazanmaktadir. Proteinlerin gidadaki yapisal, fonksiyonel ve beslenme
Ozellikleri agisindan bir¢gok islevi yerine getiren bilesenler olmast g¢esitli
modifikasyonlar ile kullanim alanlarim1 genisletecek ve bunun yaninda fiziksel
ozelliklerin gelismesine, istenmeyen bilesiklerin, enzimlerin veya alerjenlerin
azaltilmasina ve/veya yok edilmesine imkan verecektir. Bu sebeple modifikasyonlar
aracilifiyla protein yapisini degistirmek yeni hammaddelerin ortaya ¢ikmasini
saglayabilecegi gibi gidalarda gida gilivenliginin ve fonksiyonel ozelliklerin
gelistirilmesi anlaminda 6nemlidir. Proteinler, bulunduklar1 gida igerisinde yer alan
fenolik bilesikler ile cesitli etkilesimler sonucu kompleksler olusturabilirler. Protein-
fenol tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri, yapisal farkliliklara ve g¢evresel kosullara
bagh olarak degiskenlik gosterebilir [2, 3]. Proteine bagli fenolik bir bilesik, protein
yapist i¢inde radikal siiptiriicii etkilere sahip olabilir ve radikallerin azaltilmasinda islev
gorebilir. BoOylece proteini karbonil gruplar1 gibi protein oksidasyon {iriinlerinin

olusumuna kars1 koruyan potansiyel bir molekiiller aras1 antioksidan olabilir.

Antioksidanlar; reaktif oksijen tiirlerini notralize etmek, metal iyonlarinin baglanmasini
veya inaktivasyonu saglamak gibi ¢esitli farkli mekanizmalarla serbest radikallere karsi
koruyucu olarak yer alabilirler. Oksidatif stresle basa ¢ikmaya yardimer antioksidan
tilketimi hiicreye zarar veren serbest radikallerin etkilerini ortadan kaldirabilir veya
azaltabilir. Antioksidanlar olarak fenolik bilesiklerin hiicre bilesenlerini oksidatif hasara

kars1 koruyabilecegi ve bu nedenle oksidatif stresle iliskili ¢esitli dejeneratif hastalik



riskini sinirlayabilecegine dair kanitlar vardir. Antioksidan aktiviteleri sebebiyle fenolik
bilesik tiiketiminin saglik iizerinde pek c¢ok yararli etkisi oldugu bilinmektedir.
Epidemiyolojik c¢aligmalar, kronik insan hastaliklar1 riski ile fenolik bilesik¢e zengin
diyet tiiketiminin arasinda ters bir iliski oldugunu gostermislerdir. Fenolik bilesiklerde
fenolik gruplar, nispeten kararli fenoksil radikalleri olugturmak i¢in bir elektron kabul
edebilir ve boylece hiicresel bilesenlerde zincir oksidasyon reaksiyonlarini bozabilir. [4]
Fenolik bilesiklerce zengin gidalarin diizenli aliminin insan saglhigini destekledigi ve
hastaliklardan korunmaya yardimct oldugu bilinmektedir ve fenolik bilesikler
bakimindan zengin diyetler kanser, diyabet, kardiyovaskiiler problemler ve yaslanma
gibi bir¢ok kronik patolojik durumun gelismesine ve ilerlemesine karsi 6nemli bir
koruma saglayabilir. Bu sebeplerden, antioksidan 6zellikli bilesiklerce zengin gidalarin
tiiketimi onem arz etmektedir.

Bunlarin yaninda fenolik bilesikler antioksidan aktiviteleri ve karbonil yakalama
kabiliyetleri ile de gida endiistrisi i¢in 6nemli olan Maillard reaksiyonunun istenmeyen
iriinlerinin olusumu {izerinde azaltic1 bir mekanizmaya sahiptir. Maillard reaksiyonu
sonucu protein glikasyonu proteinlerin yapilarinin degismesine ve c¢esitli islevsel
bozukluklara neden olabilirler ve in vivo kosullar altinda diyabet, Alzheimer,
ateroskleroz gibi c¢esitli kronik ve dejeneratif hastaliklar1 tesvik edebilecekleri
bildirilmistir [5, 6]. Hayvan ve insan caligmalarinin sonuglari, diyetteki Maillard
reaksiyon iiriinii olan AGE diizeylerinin viicutta AGE birikiminin dogrudan ve dolayli
etkilerine ve dejeneratif hastaliklarda daha fazla komplikasyona sahip oldugunu
dogrulamaktadir. Bu ylizden Maillard reaksiyonu ile olusan istenmeyen bilesiklerin
besinsel olarak aliminin azaltilmasina yardimci olabilmesi adina, gida prosesi boyunca

glikasyon reaksiyonlarinin inhibisyonu énemlidir.

Bu tez kapsaminda protein — fenol interaksiyonu sonucunda c¢esitli fonksiyonel
ozellikleri arttirilmis modifiye protein elde edilmesi amaglanmaktadir. Bu baglamda
proteinlerin yesil ¢ay ekstrakti ile farkli alkali pH’larda, farkli etkilesim siiresi ve
sicakliklarda modifikasyonu gergeklestirilerek, bu kosullarin modifikasyon {izerine
etkileri belirlenecektir. Proteinlerin yesil ¢ayla interaksiyonu, proteinin antioksidan
kapasitesinde artis yaratirken, ayn1 zamanda protein yan zincirlerindeki reaktif gruplarin
fenolik bilesikler tarafindan eliminasyonu da gergeklesecektir. Bunun dogal bir sonucu

olarak da, protein glikasyon davranisini etkilemesi beklenmektedir. Bu c¢alisma



kapsaminda, modifiye edilen proteinlerin antioksidan Ozelliklerinde ve glikasyon
potansiyellerindeki degisim izlenerek, modifikasyonun proteinlerin bu 06zelliklerini
gelistirme agisindan basarist sorgulanacak, sonrasinda bu kosullar c¢esitli gida

materyallerine uygulanarak fonksiyon 6zellikleri gelistirilmis protein elde edilecektir.



1. Genel Bilgiler

1.1. Proteinler

Tim proteinler 20 amino asitten olugmuslardir ve olduk¢a karmasik polimerlerdir [7].
Nispi molekiiler agirliklart 10000 ila birkag milyon dalton arasinda degismektedir [8].
Binlerce proteinin yap1 ve fonksiyolarindaki farkliliklar, amino asitlerin diziliminden
kaynaklanmaktadir [7]. Bir protein zincirindeki amino asitleri baglayan peptit baglarina
ek olarak, diger bazi kovalent baglar protein yapisinin dnemli belirleyicileri olabilir [8].
Kovalent baglarin yani sira, iyonik, hidrojen ve hidrofobik interaksiyonlar gibi cesitli

elektrostatik interaksiyonlar da protein yapisi i¢in 6nemlidir.

1.1.1. Protein Yapisi

Primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner olmak {izere 4 protein yapist bulunmaktadir.
Proteinlerin primer yapisi; kovalent bagli amino asit molekiillerinin yapisini, peptit
zincirindeki amino asitlerin sayisin1 ve sirasini, temel peptit baglarinin karakterini ve
sayisini, diger kovalent baglarin (distilfit kopriileri ve diger baglar) pozisyonu ve

karakteri hakkindaki verileri igerir [8].

Bir proteinin primer yapisi, peptit baglar1 (Sekil 1.1) olarak da bilinen, amino asit
bilesenlerinin amid baglar1 yoluyla kovalent olarak baglandigi dogrusal dizilimi ifade
eder [7]. Bu diiz zincirde yer alan amino asit kalintilarinin hepsi L-konfigiirasyonunda
olup n sayida amino asit, n-1 sayida peptit bag: ile birbirine baglanmistir. Zincir
uzunlugu (n) ve n kalintilarin baglandig1 sekans, bir proteinin fizikokimyasal, yapisal,
biyolojik ozelliklerini ve fonksiyonlarimi belirler. Amino asit dizilimi sekonder ve
tersiyer yapilarin olusumu i¢in bir kod gorevi goriir ve proteinin biyolojik fonksiyonunu

belirler [7].
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Sekil 1.1 Bir amino asidin -COOH grubu ile diger bir amino asidin —NH>
grubunun peptit (amid) bagi ile baglanmasi

Sekonder yapi, polipeptit zincirinin belirli segmentlerinde amino asit kalintilarmin
periyodik olarak uzaysal diizenlenmesini ifade eder [7]. Dogal proteinlerin polipeptit
zincirleri, zincirin farkli kisimlarinda belirli sekonder yapilara sahiptir [8]. Zincirin
belirli bir uzaysal konformasyonu, amino asitlerin fonksiyonel gruplarinin kovalent
olmayan etkilesimleriyle sabitlenen primer yapisi (amino asit dizisi) ile verilir. Amino
asitler hidrofobik yan zincirlere sahip oldugunda hidrofobik etkilesimler mevcuttur, yan
zincirde elektrik yiikii olan amino asitler (asidik ve bazik hidrofilik amino asitler)
elektrostatik etkilesimlere katilir ve diger hidrofilik ve amfifilik amino asitler
fonksiyonel gruplart aracilifiyla hidrojen baglari olusturabilirler. Proteinlerde yaygin

olarak; heliks, levha ve donmeli olmak iizere ii¢ tane sekonder yapi vardir.

Sekonder yapinin (polipeptit zincirinin konformasyonu) en 6nemli unsurlari, peptit
zincirlerinin sarmal yapisindan kaynaklanan spiral yapilardir. Heliks olarak bilinen bu
yapilar C, atomuna komsu olan peptit zincirlerinin bir araya gelmelerinden olusur.
Proteinin temel sekonder yapist a-heliksdir. a-heliks, molekiiller arasi hidrojen

baglarinin 6nemli rol oynadigi, polipeptit zincirinin kati bir diizenlemesidir.

B-yapilar; B-kivrimli tabakalar veya sadece [P-tabakalar olarak da bilinen proteinlerin
biraz daha az yaygin olan diizenli sekonder yapilaridir. Bunlar, kompakt helikslerin

aksine uzun uzatilmis polipeptit zincirleri ile karakterize edilir [8].

Bir protein molekiiliiniin tersiyer yapisi, komsu molekiiller veya alt birimler ile olan
iligkisine bakilmaksizin, tiim atomlarinin uzaydaki (konformasyon) diizenidir. Biitiin bir
polipeptid zincirinde yer alan bagimsiz bazi peptid zinciri boliimlerinin (a-heliks, B-

pilili ve diizensiz sarg1 gibi) birbirlerine gore katlanmasini ifade eder. Bu sekonder yapi1



birimleri diizlemsel olmayabilir ancak biikiilmiis veya katlanmis olabilir, dolayisiyla
birbirlerine farkli sekillerde baglanmis olabilirler [8]. Amino asitlerin fonksiyonel
gruplart arasindaki disiilfit kopriileri gibi ¢esitli kovalent baglar ile elektrostatik ve
hidrofobik interaksiyonlar gibi kovalent olmayan interaksiyonlar, tek tek protein

boliimlerinin baglanmasina ve tersiyer yapinin tam olarak sabitlenmesine katki saglar

[8].

Bazi proteinler tek degil birden fazla 6zdes veya farkli polipeptid zincirinden olusabilir
ve ortaya ¢ikan bu karmasik yapi, proteinin kuaterner yapisi olarak bilinir. Kuaterner
yapi, protein alt birimlerinin uzayda diizenlenmesi ve alt birimlerin i¢ geometrisine
bakilmaksizin, aralarindaki temaslarin ve etkilesimlerin birlesmesidir. Bir kuaterner
yapidaki alt birimler kovalent olmayan bir birliktelik i¢inde olmalidir. Bu nedenle, bir
kuaterner yap1 sadece karmagik bir proteinde birden fazla polipeptit zinciri varsa

bulunur.

1.1.2. Proteinlerin Fonksiyonel Ozellikleri

Proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri genel olarak, nihai {iriiniin kalite 6zelliklerine gore,
gida sistemlerinde proteinin islenmesini ve davranigini etkileyen herhangi bir
fizikokimyasal ozelligi gosterir [9]. Proteinler, gidalarin duyusal 6zellikleri lizerinde
bliylik etkiye sahiptirler [7]. Diger gida bilesenleri ile ortak olarak proteinler, gida
maddelerinin fiziksel Ozelliklerine; oOzellikle jellesme, kopiikk olusturma, hamur
olusturma, emiilsiyon ve fibriler yapilar1 olusturma veya stabilize etme yetenekleri ile
onemli 6lgiide katkida bulunur [10]. Ornegin; firincilik iiriinlerinin duyusal dzellikleri
bugday gluteninin viskoelastik ve hamur olusturucu ozellikleri ile iligkilidir, et
iriinlerinin tekstiirel ve sulu olma oOzellikleri biiylik 6l¢iide kas proteinlerine (aktin,
miyozin, aktomiyozin ve bir¢ok ¢oziiniir et proteini) baglidir, siit iiriinlerinin tekstiirel
ve pihti olusturma Ozellikleri kazein misellerinin kendine 6zgili kolloidal yapisindan
kaynaklanmaktadir ve keklerin yapisi ve bazi tatli {riinlerinin ¢irpma o&zellikleri
yumurta beyazi proteininin 6zelliklerine baglidir. Fonksiyonel 6zelliklerinin yani sira
proteinlerin lipit oksidasyonunu inhibe edebilme yetenekleri antioksidan savunmasinda

onlar1 6nemli bir bilesen haline getirmektedir [11].



1.1.2.1.Proteinlerin Antioksidan Ozellikleri

Bircok gida proteininin kendiliginden antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bildirilmektedir. Ornegin; laktoferrin, p-laktoglobulin (B-lg) ve kazein gibi siit
proteinlerinin ve soya proteinlerinin gidalardaki lipit oksidasyon reaksiyonlarini inhibe
etme kabiliyetleri oldugu bildirilmistir [1, 11]. Proteinler antioksidan aktivitelerini
yapilarindaki amino asitlerin yan zincirlerine borcludurlar. Tirozin, fenilalanin ve
triptofan gibi aromatik amino asitlerin ve sistein ile metiyonin gibi kiikiirt iceren amino
asitlerin antioksidan aktiviteleri, serbest radikallere proton bagislama yeteneklerinden
kaynaklanmaktadir [11]. Bazik bir amino asit olan histidinin, imidazol halkasi nedeniyle
hem radikal soniimleyici hem de metal gelatlayic1 ajan olarak davranabilecegi rapor

edilmistir [1].

Protein selatlayici ajanlarin oksidatif reaksiyonlar1 inhibe edebilmesindeki etki
mekanizmalari su sekildedir [11];
e coziinmeyen metal kompleksler olusturmak,
e gecis metallerinin fiziksel yerini degistirmek (6rnegin, metalleri oksidatif olarak
kararsiz lipitlerden veya lipit hidroperoksitlerden ayirmak)
e gecis metallerinin kimyasal reaktivitesini azaltmak

e metallerin ve dagilmis lipidlerin etkilesimini sterik olarak engellemek.

Ayrica proteinlerin katyonik Ozellikleri antioksidan aktiviteleri agisindan 6nemlidir.
Clinkii pozitif ylikli R-gruplari, ge¢is metallerini lipit damlaciklarindan elektrostatik

olarak iterek lipid oksidasyon reaksiyonlarini engeller [11].

Gida proteinlerinin avantajlar1 arasinda besinsel degerleri, emiilsifiye edebilme
kabiliyetleri, mikrobiyel aktiviteleri, kopiik ve jel olusturma, lezzet baglama veya film
olusturma 6zellikleri gibi birgok 6zelliklerinin yani sira, gida sistemlerinde antioksidan
olarak kullanimlar1 da bulunabilir [1]. Bununla beraber, proteinlerin lipit oksidasyonunu
inhibe etmek icin kullanimi, gida iiriinlerinde jellesme ve vizkozite artigina yol agmalari
sebebiyle dokuyu, Maillard reaksiyonu araciliiyla olusan esmerlesme sebebiyle rengi

ve olusan bitter bilesikler nedeniyle aromay: etkilediginden sinirli kalmaktadir [11].

Proteinlerin antioksidan 6zelliklerinin fenolik antioksidanlarla birlikte olduklarinda artig

gosterdigi bildirilmistir. Bu konu ayrintili olarak 1.3.1.1.°de tartigilacaktir.
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1.1.3. Proteinlerin Reaksiyonlar:

1.1.3.1.Maillard Reaksiyonu ve Protein Glikasyonu

Gidalarin yapisinda bulunan proteinler, gidalara uygulanan 1sil islemler sonucunda bir
dizi degisime ugrar. Proteinlerin 1s1l islem sirasinda gegirdigi en énemli degisimlerden
birisi de 1912 yilinda Louise Camille Maillard tarafindan ortaya konmus olan Maillard
reaksiyonudur [12]. Maillard reaksiyonu gida endiistrisinde 1s1l islem sonucu
gerceklesen en Onemli reaksiyonlardan biridir. Ciinkii aroma, tat, renk ve lezzette
degisikliklere neden olurken ayni zamanda bazi kanserojen ve mutajen bilesiklerin

olusumu da reaksiyon sirasinda gerceklesir.

Enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonu olarak da bilinen Maillard reaksiyonu,
kondensasyon, eliminasyon ve bozunma mekanizmalarini igeren bir dizi karmasik
reaksiyondur [13]. Bu reaksiyon mekanizmast (Sekil 1.2) Hodge tarafindan 1953
yilinda tanimlanmistir [14]. Daha sonra baska arastirmacilar tarafindan reaksiyon yolu

ile ilgili daha fazla tanimlama yapilmistir [15, 16].
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Sekil 1.2 Maillard reaksiyonunun mekanizmasi [ 14]

Mekanizma baslangig, orta ve son asama olmak iizere 3 asamaya ayrilir ve bu
asamalarin her biri farkli reaksiyonlar igerir [14]. ilk asama, amino asit, peptit ya da
proteinin serbest amino grubunun glukoz, fruktoz, laktoz ve maltoz gibi indirgen
sekerlerin karbonil grubuna niikleofilik eklenmesi ile baglar. Kondensasyon
(yogunlasma) reaksiyonundan sonra, Schiff bazi, reaksiyonun ilk kararli iiriinii olan
Amadori {iriinii olarak adlandirilan &- veya a-deoksiketozil amino asit ya da aminoketoz
formunu olusturmak i¢in bir diizenlemeye gider. Eger indirgen seker ketoz ise Heyn’s
iirlinii olarak adlandirilan 2-amino-2-deoksi aldoz olusur. Amadori iiriiniiniin bozulmast
pH'a baghdir; pH 7'de veya altinda, furfural veya hidroksimetilfurfural (HMF) olusumu
ile esas olarak 1,2-enolizasyona ugrarken, 4-hidroksi-5-metil-2,3-dihidrofuran-3-on gibi
indirgeyiciler ve fizyon {irlinleri (asetol, piruvaldehit ve diasetil) esas olarak 2,3
enolizasyon yoluyla pH 7'nin {izerinde olusturulur. Bu bilesikler ¢ok reaktiftirler ve
baska reaksiyonlarda yer alabilirler. Dikarboniller gerceklesen kompleks reaksiyonlar
sirasinda amin bilesikleri ile kolaylikla reaksiyona girerek aldehitleri ve o-

aminoketozlar1 olustururlar. Bu Strecker degredasyonu olarak bilinir. Reaksiyonun ileri
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asamalarinda, melanoidin olarak bilinen kahverengi azotlu polimerlerin olusumuna yol
acan siklizasyonlar, dehidrasyonlar, retro-aldolizasyonlar, yeniden diizenlenmeler,
izomerizasyonlar ve daha fazla yogunlagma gerceklesir [14]. Bugiin hala Hodge semasi

Maillard reaksiyonu mekanizmasi i¢in temeldir.

Maillard reaksiyonu, bu reaksiyonun sadece gidalarda isitma sirasinda degil aym
zamanda canli i¢inde de gerceklestigi anlasildiktan sonra c¢ok daha fazla dikkat
cekmistir. Diyabetik hastalarin kaninda enzimatik olmayan glikozile olmus bir
hemoglobin varyantt olan HbAi/nin tanimlanmasi ile literatiire “glikasyon” terimi
getirilmistir [17]. Baska bir calismada, proteinlerin Maillard reaksiyonunun hiicre dis1
matris proteinlerinin ve 1ilgili patolojilerin yaslanmasinda nedensel bir rol
oynayabilecegini ve bunun da Maillard reaksiyonunun canli i¢cinde ger¢eklemesine olan
ilginin kaynagi oldugu sOylenmistir [18]. Glikasyon, protein molekiiline seker
parcasinin eklenmesidir ve Maillard reaksiyonu boyunca gergeklesir. Glikasyonun
Hodge’ye benzer sekilde yaygin olarak 3 asamada (Sekil 1.3 Protein glikasyonunun

genel semasi) gerceklestigi kabul edilir. Bunlar; erken, ara ve ileri agamalardir.

Dikarbonil bilegikleri

Proteine baglh AGE

| Erken Asama |l Ara Agama I ileri Asama - 1

Sekil 1.3 Protein glikasyonunun genel semasi (Glukoz oldugunda R1 hidrojendir
(H). R2, R3, R4 i¢cin MG-H1 durumunda metil grubudur. ) [19]

Amadori bilesikleri protein glikasyonunun erken asamasinda olusurlar ve olusan
bilesikler; N-ge-fruktozillizin, N-g-maltulozillizin ya da N-ge-laktulozillizin olarak
siralanabilir [19]. Glikasyonun ara asamasinda, 1,2-dikarbonil bilesikleri olusur.
Dikarbonil bilesikleri proteinlerin ve peptidlerin yan zincirleri ile reaksiyona girerek
ileri glikasyon son irlinlerini (AGEs) olustururlar. Peptide bagli lizin ve arjinin
kalintilarinin yan zincirleri, 1,2-dikarbonil bilesikleri ile tiirevlenmeye duyarlidir [19].
Simdiye kadar, N-e-fruktozillizin (FL), piralin, pentozidin, N-g-karboksimetillizin
(CML), N-e-karboksietillizin, S-karboksimetilsistein, glioksal lizin dimeri (GOLD),
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metiloksal lizin dimeri (MOLD), 3-deoksiglukozon lizin dimeri (DOLD) gibi bir¢ok

glikasyon {iriinii proses gidalarda tanimlanmistir [13, 20-22].

Gida sistemlerinde glikasyon iiriinlerinin olusumu 1s1l islemin siddeti, reaksiyon ortami
(su miktar1, su aktivitesi), reaktant tiirleri, reaksiyon ortaminin pH’s1, oksijen varlig1 ve
protein konformasyonu gibi faktorlere baghdir [23, 24]. Sicaklik ve 1sitma siiresi
glikasyon oranini etkileyen temel faktordiir. Isitmadaki sicaklik artisi glikasyonu
hizlandirir. Hafif 1s1l islem Amadori iirlinlerinin olusumuyla sonuglanir. Ancak 1sitma
sicaklig1 veya 1sitma siiresi uzadiginda, Amadori {riinlerinin degredasyonu AGE’lerin
ve dikarbonillerin olusumuna neden olur. Sulu ortamlarda reaktantlarin diliisyon
etkilerinden dolay1 kuru reaksiyon ortaminda glikasyon, sulu reaksiyon ortamina oranla
daha fazla ilerler. Ayrica, su varliginda, Amadori yeniden diizenlenme {iriinii olusumu
stnirhdir.  Ciinki  karbonil ve amin grubu arasindaki kondensasyon reaksiyonu
sonucunda su agiga ¢ikar [23]. Su aktivitesi (aw), reaktantlarin molekiiler hareketliligini,
protein konformasyonunu, yiizey alanini, ortamin ¢éziinmiis oksijenini ve pH'nin yani
sira amino gruplarinin erisilebilirligini etkiler [24]. Su aktivitesinin reaksiyonun hizi
iizerinde bir etkisi vardir ve genellikle 0,5-0,8 arasindaki ay degerlerinde esmerlesmenin
maksimumda meydana geldigi diisiiniiliir [25]. Proteinler, karbonil gruplariyla 6ncelikle
lizin kalintilarinin e-amino grubu yoluyla reaksiyona girerler. Daha kii¢lik bir oranda,
N-terminal amino asitin a-amino gruplari, sisteinin tiyol grubu ve arjininin guanidin
grubu gibi diger amino asitlerin fonksiyonel gruplar1 da Maillard reaksiyonunda yer alir.
Bir protein molekiilii i¢indeki bu glikasyon alanlarinin mevcudiyeti reaksiyonun
derecesini biiyiik o6l¢iide etkiler. Bir protein molekiilii i¢indeki glikasyon bolgelerinin
erisilebilirligi onun konformasyonuna baglidir. Bu nedenle protein konformasyonunu
etkileyen herhangi bir ¢evresel faktoriin glikasyon davranisi iizerinde etkisi vardir.
Ornegin pH veya sicakliga bagh degisikliklerin (denatiirasyon, kiimelesme veya
hidroliz) protein yapisi iizerinde, dolayistyla iiretilen gliko bilesikler iizerinde etkisi
olacaktir. Reaksiyon ortammin kompozisyonu (lipidlerin, minerallerin, diger
proteinlerin, indirgen ajanlarin varli1) ve proteinlere bagh karbonilin molekiiler agirligi
protein konformasyonunu etkiler [24]. Yapilan bir calismada ovalbuminin tersiyer
yapisinin bozulmasiyla glikasyona agik hale geldigi gozlemlenmistir [26]. Bircok
arastirmact, lizin kalintilarinin yapisal erisilebilirliginin, glikasyonu etkileyen en 6nemli
faktor oldugunu One slirmiistiir [27, 28]. Protein glikasyonunu etkileyen faktorlerden

biri reaksiyon ortammin pH’sidir. Bazi calismalarda, pH’daki artisin glikasyonu
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arttirdigr gosterilmistir [29, 30]. Proteinlerin glikasyonunu etkilen diger bir faktor
ortamdaki oksijen varligidir. Yapilan bir ¢caligmada, oksijenin glikasyon seviyesinde ve
yumurta proteininin glikasyon segiciliginde degisikliklere neden oldugu ve oksijen

varliginda glikasyonun arttig1 gdsterilmistir [31].

Gidalarda ilk tanimlanan erken glikasyon iiriinlerinden biri furozindir ve Amadori
iriiniiniin en yaygin kimyasal gostergesidir [32]. Furozin, 1966°daki tespitinden bu yana
gidalarda termal hasarin indikatorii olarak kullanilmaktadir [32]. Furozin, lizin
kalintisinin laktoz, fruktoz, maltoz ve galaktoz ile reaksiyona sokulmasiyla iiretilen N-¢-
laktozillizin, N-e-fruktozillizin, N-g-maltulozillizin ve tagatozillizin gibi Amadori
iirtinlerinin hidrolizi ile olusur [33] (Sekil 1.4). Genel olarak furozin hidrolizi igin,

110°C’de 23 saat boyunca 6N ya da 8N HCI gibi kuvvetli bir asit kullanilir [34].

OH 8M HCI 0 O
0 110-C 23 h

\ /
_—
0 NH NH
OH
N N
N-e-fruktozillizin H k furozin H k
0 0

Sekil 1.4 Amadori liriinlerinin asit hidrolizi boyunca furozin olusumu [19]

N-e-fruktozillizin olusumu proteinlerin besinsel kaybina sebep olabilir. Ciinkii ortaya
cikan modifikasyondan dolay1 lizin biyoyararlanimi azalir. Lizin, bir temel amino
asittir. Bu yiizden, furozin olusumu 1sil islem gormiis gidalarin besinsel kalitesinin
degerlendirilmesi agisindan pek c¢ok gidada arastirilmaktadir. Furozin igerigi siit
uriinlerinde, balda, tahillarda, makarnada ve diger bazi1 gida iiriinlerinde kalite
gostergesi olarak oOlgiilmektedir [35-39]. Gidalarda furozin konsantrasyonu her zaman
1s1l islemin siddeti ile iliskili degildir. Daha siddetli 1s1l islem uygulanan orneklerde
glikasyon prosesinin ilerlemesinden dolay1 furozin igerigi tekrar azalir. Bu azalis, bazi
ara irilinlerin ve AGE’lerin olusumundan kaynaklanabilmektedir. Daha siddetli 1sil
islem gormiis gida iirlinlerinde, karboksimetillizin (CML) protein hasar1 hakkinda ek

bilgi verir [33]. CML, gidalarda ve canli i¢inde olusan temel AGE yapist iginde
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kuantifiye edilmis ileri glikasyon iirlinlerinin ilk ve en yaygin olanidir. Oksidatif yolda
glioksal glukozdan tiiretilir ve daha sonra CML olusturmak icin lizin kalintilar1 ile
reaksiyona girer [40]. Namiki tarafindan belirlenen yolda ise CML, lizin kalintilar1 ve
Schiff bazindan elde edilen glioksal ile reaksiyon sonucunda olusur [41]. CML
olusturmak i¢in diger bir olusum yolu (Sekil 1.6), Amadori yeniden diizenlenmesi ile

olusan N-e-fruktozillizinin oksitlenmesidir [42].

CH:0H & 0
Lizin
(0]

‘VV"H
Hc—N—M HC——N-M
OH -
‘C”’* < > (CHa)s
OH oH < | 2 I
Glukoz OH |N| IilH
| i o
—_ (CHOH), }:0
HC=—
= i
HC==0 CH,OH (CHOH);
— | |
Glioksal Glukozamin CHOH

Fruktozillizin (FL)

0
(0] MWA~N
NH
Z, (CHz)s
HaN |
Lizin TH
N
COOH

Karboksimetillizin (CML)

Sekil 1.5 CML olusum yolu (Han ve ark.’larndan uyarlanmaistir) [60]

Proteinlerin glikasyonu, proteinlerin farkli katlanmasina ve dolayisiyla islevsel

bozukluklara sebep olur. Ornegin, AGE'ler proteinlerin ¢apraz baglanmasi, matris

bilesenlerinin modifikasyonu, trombosit agregasyonu, kusurlu vaskiiler gevseme ve

anormal lipoprotein metabolizmasi ile aterosklerozu hizlandirir [5]. Bir ¢alismada,

diyabet hastalarinin viicut proteinlerinin artan kan sekeri seviyesinden dolay1 saglikli

insanlardakine gore 2-3 kat daha fazla glikolize oldugu bulunmustur [43]. Bu
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hastalarda, protein glikasyonunun viicuttaki etkilerine daha fazla rastlanmaktadir.
Ilerleyen yas, diyabet ve ileri seviye bobrek yetmezligi olan hastalarda aterosklerotik
vaskiiler hastaliklarin daha siklikla gozlendigi belirtilmistir [5, 44]. AGE’ler genel
olarak kolajen ve lens proteinleri gibi uzun yasayan ve devir hizlar1 diisiik proteinlerde
birikirler. AGE’lerin viicut proteinlerindeki seviyesi yaslanma boyunca artar ve katarakt
hastalig1 diyabetli hastalarda goriilen protein glikasyonunun en yaygin sonuglarindan
biridir [18]. Bir calismada, Maillard reaksiyonunun ilk asamasinin in vivo olarak da
meydana geldigi, sonraki asamalarinda, Amadori {riiniiniin, protein ¢oziiniirliigiinii
azaltan sari-kahverengi floresan iiriinleri ve protein ¢apraz baglari olusturmak i¢in ¢oklu
dehidrasyon geg¢irdigi bildirilmistir. Yaslanan ve kataraktli insan merceklerinde de
benzer degisikliklerin gdzlendigi goriilmiistiir [18]. Bunlarin arasinda protein
agregasyonu, azalmis protein ¢oziiniirligi, siilfidril gruplarinin oksidasyonu, proteinler
arasinda disiilfid kovalent c¢apraz baglarin iretimi, lens ¢ekirdeginde artan
pigmentasyonun yer aldigi belirtilmigtir. Bu c¢aligmayla proteinlerin Maillard
reaksiyonunun yiiksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalan dokularin, hiicre disi
matris proteinlerin ve ilgili patolojilerin yaslanmasinda rol oynayabilecegi ©ne
stiriilmiistiir [18]. Ama baska bir calismada AGE'lerin birikiminin yaglanma a¢isindan
nedensel olmaktan ziyade korelasyonlu olduguna dikkat ¢ekilmistir [45]. Glikasyonun
geri doniistimlii bir reaksiyon oldugu ve Amadori bilesiginin; proteinin yasa bagli bir
kimyasal modifikasyonun {riinii olmadigi ifade edilmistir. AGE’lerin, yagla, uzun
omiirlii proteinlerde biriken bir¢ok kimyasal modifikasyon tiiriinden sadece biri oldugu
ve Ozellikle yasa bagli kronik hastaliklarda yagla birlikte doku ve organ
fonksiyonlarindaki azalmaya katkida bulunabilecegi belirtilmis, ancak, proteinlerde
birikme oraninin maksimum yagam siirresinin veya tiirlerin yaslanma oraninin birincil
belirleyicisi olmadigina dikkat ¢ekilmistir [45]. Fakat durum ne olursa olsun, AGE’lerin
kronik ve 6zellikle yasa bagli bozukluklar agisindan istenmeyen bazi sonuclar1 oldugu
bir gergektir. Diyabet, bobrek rahatsizliklar1 [46], atheroskleroz [47, 48], Alzheimer ve
Parkinson gibi kronik ve dejeneratif hastaliklarda yer alabilirler [44, 49].

Gidalarda gergeklesen Maillard reaksiyonu gida kimyast i¢in pek ¢ok nedenden dolay1
onemlidir. Ekmek kabugunun rengi, kavrulmus kahve ve patates kizartmasi gibi
gidalarda renk gelisimini, yine kavrulmus kahve ve firmcilik {riinlerinde aroma

gelisimini saglar. Buna karsin kurutulmus gidalarin iiretiminde ya da siit tozu eldesinde
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olumsuz organoleptik ozelliklere sahip aromatik bilesiklerin olusumuna, UHT siit
iiretiminde pismis tada neden olabilir. Temelde amino asitlerin modifikasyonu ile
gerceklestiginden (esas olarak sekerlerin ve diger karbonil bilesiklerinin lizin ile
reaksiyonu) gidalarda besinsel degerin azalmasina sebep olabilir. Esas olarak
rediiktonlar ve renkli melanoidinlerin antioksidan aktivitelerinden bahsedilebilirken
reaksiyon sirasinda olusan 5-hidroksi metil furfural (HMF), akrilamid, furan gibi

mutajen ve karserojen bazi tiriinler insan saglig1 a¢isindan dnemlidir [50].

Birgok hayvan ve insan calismalarinda besinsel AGE’ler ve viicuttaki AGE’ler
arasindaki iliski ortaya konmustur. Laboratuvar farelerinde gerceklestirilen bir
calismada, 3 ay boyunca glikoz-lizin model gida (AGE igeren) ile beslenen farelerde
diyet kaynakli CML ve dikarbonil bilesiklerinin kalplerde ve tendonlarda CML
birikmesinden sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir [51]. Ayrica diizenli besinsel AGE
tiiketiminin, bireylerin bazi kardiyak doku ve kuyruk sokumu gibi baz1 tendonlarinda
CML birikimine katkida bulundugu sonucuna varilmistir [51]. Bu yiizden AGE’lerin
besinsel olarak aliminin azaltilmasina yardimci olabilmesi adina, gida prosesi boyunca

glikasyon reaksiyonlarinin inhibisyonu énemlidir.

1.1.3.2.Proteinlerin Fenollerle Interaksiyonlar

Proteinlerin fenolik bilesiklerle interaksiyonunda aslinda kovalent olmayan hidrofobik
baglanmalarin esas olarak meydana geldigi 6nerilmektedir. Kovalent olmayan baglanma
hidrofobik, van der Waals, hidrojen koprii baglar1 ve iyonik interaksiyonlari igerir. Bu
tip etkilesim kovalent baglanmadan daha zayiftir ve ¢ogunlukla tersinirdir [52]. Fakat
baz1 ¢aligmalar, gerceklesebilecek kovalent reaksiyonlar hakkinda da bilgi vermektedir
[53, 54]. Baz1 ¢alismalarda, fenolik bilesikler ve proteinler arasinda enzim varliginda
gerceklesen geri doniisiimsiiz kovalent etkilesimler onerilmistir [55]. Buna ek olarak,
protein fonksiyonel gruplar ile fenolik oksidasyonunun olusturdugu kinonlar arasinda

kovalent etkilesimler de gosterilmistir [56].

Fenolik bilesikler, alkali kosullarda ve oksijen varliginda protein molekiilii tizerindeki
niikleofilik gruplarla reaksiyona girebilen kinonlara okside olurlar. Kinonlar ¢ok
reaktiftirler ve elektrofilik 6zellikleri nedeniyle proteinin yan zincinleriyle reaksiyona
girebilirler [56]. Kinon bilesiklerinin, proteindeki, sisteinin siilfidril gruplar1 ve lizinin

g-amino gruplariin yani sira o-terminal amino gruplari, metiyonin ve triptofan ile de
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kolaylikla reaksiyona girebildigi bildirilmistir [57]. Bunun yami sira, o- ve JB-
kazeinlerinin ¢ay fenolleri ile molekiiler diizeyde etkilesimlerinin incelendigi bir
calismada da, fenolik bilesiklerdeki -OH grubu sayisinin artmasiyla baglanmanin da
arttig1 bildirilmistir [58]. Sicaklik, pH, protein tiirleri, protein konsantrasyonu, fenolik
bilesiklerin tipleri ve yapilari, tuz konsantrasyonu ve belirli reaktiflerin eklenmesi gibi

protein-fenol etkilesimlerini etkileyen bir¢cok parametre vardir.

Protein-fenol interaksiyonunun cesitli biyolojik etkileri olabilir. Fenolik bilesiklerin
proteinlerin reaktif yan zincirleri ile reaksiyonlarmin bir sonucu olarak; proteinlerin
coziiniirliik, elektroforetik davranis, hidrofobiklik, molekiiler agirlik ve izoelektrik
nokta gibi fizikokimyasal Ozelliklerinde onemli degisikliklere yol acabilecegi ifade
edilmigtir [59]. Proteinlerin fenollerle etkilesmesi sonucu modifikasyonu ve

modifikasyonun etkileri ayrintili olarak 1.3.1.’de tartisilacaktir.

1.2. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerdeki fenilpropanoid, shikimate ve pentozfosfat metabolik
yollarmin ikincil metabolitleridir [60]. Ayn1 zamanda fenolik bilesikler, diisiik molekiil
agirliklt basit molekiillerden olusan, yiiksek molekiil agirlikli kompleks molekiillere
kadar cok cesitli bilesikler grubudur [61]. Tiim fenolik bilesiklerin yapisal olarak genel
ozelligi aromatik halkaya ve en az bir hidroksil grubuna sahip olmasidir [53]. Karbon
atomlarinin sayisina ve diizenine gore siniflandirilabilirler ve daha ¢ok seker ile organik
asitlere konjuge olarak bulunurlar [62]. Bitkilerdeki en 6nemli fenolik bilesikler;
flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler ve lignanlardir [62]. 8000’den fazla fenolik
yapinin oldugu bildirilmistir ve bunlarin birgogu gidalarda goriilmektedir. Pek ¢ok gida
bileseni icinde yer alan fenolik bilesiklerce zengin diyetlerin kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, kanser ve inme gibi hastaliklarin insidansini azaltabilecegine dair

caligmalar vardir [62].

Bu tez kapsaminda incelenecek olan fenol kaynagi olarak yesil ¢ay, diinyada en ¢ok
tilkketilen iceceklerden biridir [63]. Yesil cay yapraklar1 biyoaktif bilesikler acisindan
ozellikle de antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesikler bakimindan zengindir [64].
Genel olarak bu aktiviteye flavonoidlerin neden oldugu ifade edilmektedir. Katesinler
flavonoidlerin %80-90’1m1 olustururlar ve yesil cayin suda ¢oziiniir kat1 kisminin da

yaklasik %40’ 1n1 olustururlar [65]. Zengin bir katesin kaynagi olan yesil cayda bulunan
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dort ana katesin; (-) - epikatesin (EC), (-) - epigallokatesin (EGC), (-) - epikatesin-3-
gallat (ECG) ve (-) - epigallokatesin-3-gallattir (EGCG) [65].

Bilimsel ¢aligmalar, yesil c¢ay tiiketiminin genel saghgi iyilestirdigini ve bazi
hastaliklarin olusum riskini azalttigin1 gostermislerdir [64]. Hem antioksidan kaynagi
olmalar1 hem de antikanserojenik, antiarteriosklerotik ve antimikrobiyal ajan olarak
sagliga yararli etkileri nedeniyle ilgi goérmektedirler [66]. Saghga faydali etkilerinin
yani sira yesil caymn, gida sistemlerinde lipid oksidasyonuna karsi antioksidan
mekanizmalarla reaktif tiirlere etki ederek oksidatif hasar1 engelleyebilecegi de

belirtilmistir [64].

1.2.1. Fenolik Bilesiklerin Saglhik Uzerine Etkileri

Fenolik bilesik tiiketiminin saglik {izerine birgok yararli etkisi oldugu bildirilmektedir.
Bunlarin arasinda en onemlisi, fenolik bilesiklerin sahip oldugu yiiksek antioksidan
aktiviteteden kaynaklanmaktadir. Fenolik bilesikler, antioksidan olarak, serbest radikal
yakalama, pek ¢ok enzimin aktivitesini inhibe etme gibi cesitli sekillerde hareket
edebilirler [55]. Aynm1 zamanda sinerjist davranis ile diger antioksidanlarin etkisini

arttirabilirler.

Fenolik bilesiklerin, antioksidan olarak, hiicre bilesenlerini oksidatif hasara karsi
koruyabilecegi ve bu nedenle oksidatif stresle iliskili dejeneratif hastalik riskini
snirlayabilecekleri belirtilmistir. [67] Organizma i¢inde direkt antioksidan aktiviteleri ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan korunmada antioksidan aktivitelerinin biyolojik iliskisi
degerlendirilmis [68] ve anti-karserojen gibi pozitif biyoaktivitelere sahip oldugu
gosterilmistir [69]. Antioksidan Ozelliklerine ek olarak, fenolik bilesikler, hayvan
modellerinde ve in vitro sistemlerde, serbest radikalleri yakalama ve temizleme, nitrik
oksidi regiile etme, l6kosit immobilizasyonunu azaltma, apoptozisi indiikleme, hiicre
yayllimi ve anjiogenesisi engelleme ve fitodstrojenik aktivite gosterme gibi gesitli
etkiler gostermislerdir [70-73]. Bu etkiler, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
potansiyel koruyucu olarak katkida bulunabilirler. Kardiyovaskiiler hastaliklara iliskin
verilerde, yiiksek fenolik bilesik alimlarimin ve muhtemelen katesinlerin koruyucu

etkileri oldugu belirtilmistir [74].

Fenolik bilesikler diyette en ¢ok bulunan antioksidanlardir [67] ve hemen hemen tiim

bitki kokenli gidalarda bulunsalar da meyveler, sebzeler ve igecekler bu bilesiklerin
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insan diyetindeki ana kaynaklaridir [75]. Cay fenolik bilesiklerinin antioksidan
ozellikleri iyi bilinmektedir ve temelde bu durum flavonoidlerin kimyasal yapisinda
aromatik halka ve hidroksil gruplarin kombinasyonuna dayandirilmaktadir [76]. Caymn
yararlt etkisi ¢cay katesinleri olarak bilinen cay fenolik bilesiklerinin gii¢lii antioksidan
aktivitesine baglanmistir [77]. Cay fenolik bilesiklerinin in vitro olarak giiclii
antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir, ancak bu aktivite sadece birkag
vakada tiimor olusumunun inhibisyonu ile iliskilendirilmistir [78, 79]. Bu potansiyel
mekanizmanin in vivo 6nemi olmadig1 ve aksine bazi ¢alismalarin, bu bilesiklerin hiicre
oldiirme aktivitesinin, en azindan in vitro olarak, pro-oksidan aktiviteleri ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir [80]. Bir calismada, resveratrol antikanserojenik 6zellik
gosterirken, farelerde kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirdigi gosterilmistir [81].
Benzer sekilde, kuersetinin farkli hastaliklar1 onlemek ic¢in etkili olabilecegi, ancak
diyete uzun siireli olarak eklendiginde farelerin Omriinii de kisaltabilecegi ifade

edilmistir [82].

1.2.2. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Ozellikleri

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi, ¢ekirdek yapi ile ilgili fonksiyonel gruplarin
diizenlenmesine baglidir. Bir¢ok antioksidan 6zellikli fenolik bilesik yapist gostermistir
ki, antioksidan aktivite hem konfigiirasyon hem de toplam hidroksil grubu sayisindan
onemli Olgiide etkilenmektedir. Bir antioksidan olarak islev gorebilmesi i¢in, fenolik
bilesigin, bir dizi reaksiyon yoluyla diger mevcut radikallerle (6rnegin; lipit peroksil
radikali) reaksiyona girerek sonug olarak deaktive edebilen stabilize fenoksi radikali
olusturabilmesi gerekir. Flavanollerdeki B-halkasi 3°, 4’-dihidroksil konfigiirasyonu,
reaktif oksijen tiirlerinin atilmasinin ve lipit peroksidasyonunun énlenmesinin en énemli
belirleyicisidir [83]. Bu diizenleme, peroksil ve siiperoksit radikallerinin en giiclii
sonlimleyicilerinin belirgin bir 6zelligidir. B halkas1 tizerindeki hidroksil gruplari;
hidroksil, peroksil, lipit hidroperoksil radikallerine hidrojenler bagislamak i¢in diisiik
aktivasyon enerjisine sahiptir, boylece bunlar1 stabilize eder ve nispeten stabil bir
fenolik bilesik radikaline yol acar. Bdylece zincir kirict antioksidanlar olarak hareket
ederler. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi ayrica elektronlar: serbest radikallere
bagislama yeteneklerinden kaynaklanir, bdylece lipit peroksidasyon reaksiyonlarinin

ilerlemesini Onler.
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Fenolik bilesiklerin bir alt grubu olan flavonlar ve flavanonlarin, peroksil ve hidroksil
temizleme aktivitelerinin toplam OH grup sayisina gore dogrusal olarak arttigi
bildirilmistir [84]. Ornegin, luteolin'in (B halkasinda 3', 4’ pozisyonunda iki hidroksil
ikame edicisine sahip olan) peroksil radikal siiplirme kabiliyeti, kaempferolden (3’
pozisyonunda sadece bir hidroksil ikame edicisine sahiptir) 6nemli 6l¢iide fazladir [83].
Flavanoidlerin oksidasyonu, katesol halkast mevcut oldugunda B halkasi {izerinden
meydana gelir ve elektron delokalizasyonunu kolaylagtirarak oldukc¢a kararli bir o-yar1
kinon radikalini verir. Flavanoidler tarafindan serbest radikal sitiplirme islemi aslinda B-
halkas1 iizerinde 3-pozisyonunda bir serbest OH grubunun varligima da baghdir.
Flavanoid heterosiklik yapi, serbest bir 3-OH varliginda ve aromatik halkalar arasinda

konjligasyona izin vererek antioksidan aktiviteye katkida bulunur.

Fenolik bilesiklerin serbest radikallere karsi antioksidan gorevi gordiikleri ancak bir
gecis metali bulundugunda pro-oksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir [83]. Katesinler,
serbest radikal tiirleri sondiirme ve gecis metal selasyonu gibi etki gdstermelerinin yani
sira, bu bilesiklerin bazi etkilerinin oksidatif stresi indiikleyebilecegi belirtilmistir [85].
Bu tiir pro-oksidan etkilerin tiimor hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesinden sorumlu
olabilecegi ya da kanserojen saldiraya karsi koruma saglayan normal dokularda endojen
antioksidan sistemleri indiikleyebilecegi ifade edilmistir [85]. Daha yiiksek dozlarda
epigallokatesin  gallat kullanan in vivo c¢alismalarda, pro-oksidan etkilerin
epigallokatesin gallatin potansiyel toksik etkilerinde rol oynayabilecegi rapor edilmistir.
Galati ve ark.’larinin gerceklestirdigi bir ¢aligmada, izole edilmis fare hepatositlerinin
200 uM epigallokatesin gallat ile muamelesinin siireye ve doza bagh sitotoksisite ile

sonuclandigr bildirilmistir [86].

1.3. Proteinlerin Fenollerle interaksiyonu ve Etkileri

Literatiir kaynaklarinin c¢ogu, fenolik bilesikler ve proteinler arasindaki kovalent
olmayan etkilesimlerle ilgilidir. Prensip olarak, bes muhtemel fenolik ve protein
etkilesim tiirii Onerilebilir. Bunlar; hidrojen bagi, m-baglanma, hidrofobik, iyonik ve
kovalent baglantilardir [87, 88]. Proteinler ve fenolik bilesikler arasinda geri

doniisiimsiiz etkilesimler, kovalent baglarin olusumu ile karakterize edilir [54].

Kovalent baglanma, fenolik bilesiklerle (ferulik-, kafeik-, klorojenik- ve gallik asit, m-

,0- ve p-dihidrobenzenler, flavon, kuersetin, rutin, p-benzokinon, se¢ilmis dogal ve
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sentetik izoflavonlar) kombinasyon halinde farkli gida proteinleri (bovin serum
albumin, peynir alti suyu proteinleri, soya proteinleri, o-laktalbumin, B-laktalbumin,
miyoglobin) ve enzimleri (0-amilaz, tripsin, lizozim) kullanan model sistemlerde ve
gida matrislerinde (yesil kahve c¢ekirdek proteini, siit proteinleri) gerceklestirilebilir.
Ana reaktif kalintilari, sisteinin serbest tiyol gruplari, lizinin serbest amino gruplari,
metiyonin kalintilari, triptofan kalintilarinin indol halkalar1 gibi niikleofilik yan

zincirlerdir [59].

Fenolik asitlerin baslica kimyasal 6zelliklerinden biri, oksitlenme kolayligidir. Oksijen
varliginda, klorojenik asit, kafeik asit ve diger ilgili o-difenoller, polifenol oksidazin
etkisi veya alkalin c¢ozeltisi iginde ilgili kinona kolaylikla oksitlenebilirler [89].
Kovalent baglarin olusumu fenolik bilesiklerin oksidasyonunu ve o-kinonlarin veya o-
yari-kinonlarin (semi) olusumunu igerir [90-92]. Reaktif bir elektrofilik ara madde olan
kinon, bir protein zincirindeki lizin, metiyonin, sistein ve triptofan gibi niikleofilik
kisimlar tarafindan kolayca saldirtya ugrayabilir [57, 89, 92-97]. Bu eklenmenin iizerine
daha fazla oksidasyonla, ¢apraz bagli protein polimerlerinin olusumuna yol agan ikinci
bir eklenme meydana gelebilir [96, 97]. Notral veya alkali pH i¢in fenolik bilesiklerin
dengesi, aktif oksijen tiirleri ile hizla okside olabilir fenolat formuna taginir [98] (Sekil

1.6).

OH OH H,0 OH 0, 0, OH
H+
R OH R (o} R o’

Sekil 1.6 Alkali ortamda enzimatik olmayan o-semi-kinonlarin olusumu [15]
(Cilliers ve Singleton’dan uyarlanmigtir, 1991)

Elektrofilik 6zellikleriyle kovalent baglarin olusumuna yol agan o-kinonlar, proteinler

gibi niikleofilik merkezlerle kolayca reaksiyona girebilir [54, 94, 96, 99] (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Niikleofilik 1,4-Michael katilmasi ile tiyol ve amin gruplar ile kinon
reaksiyonu

Niikleofilik eklenme reaksiyonu, amino asitler veya peptitlerin amino gruplariyla da
ortaya cikar [53, 91, 94, 100-102]. O-kinonlar hem birincil aminlere [100, 101] hem de

ikincil aminlere eklenebilir [53, 94].

Bir calismada, kafeik asit tiirevleri, alkali ¢ozelti i¢inde yar1 kinon tipi serbest
radikallere oksitlenmiglerdir. Radikal olusumdan sonra dimerizasyon, iki kafeik asit
ester molekiiliiniin yan zincirlerinin izoprenil grubunun baglanmasi ile meydana gelir ve
bunu bir siklizasyon asamasi takip eder. Cozelti i¢inde dimer ile bir amino bilesiginin
mevcudiyeti, Michael tipi ilave ve niikleofilik siklizasyon yoluyla bir benzasridin halka

yapisinin olustugu goriilmistiir [101].

Amin ve o-kinon arasindaki dogrudan reaksiyon, bir Schiff bazi olugturmaktan ziyade
Michael tipi eklenme (1,4 eklenme) reaksiyonu ile gerceklesir [91]. Kinonlara
niikleofilik amino asit eklenmesini yoOneten faktdrlerden biri, a-amino grubunun
iyonlagma durumudur: protonlanmasi, niikleofilik durumunu azaltir [91].

Kinonlar kondensasyon reaksiyonlar1 gecirebilirler ve bunun sonucunda taninler olarak
adlandirilan kahverengi yiiksek molekiiler agirlikli pigmentleri olusturular. Taninler

oldukea reaktiftirler ve hizla proteinin amino grubu ve SH grubu ile birlesirler [103].

Protein ve fenolik bilesikler arasinda kompleks olusumunu etkileyen pek cok faktor
vardir [104]. Bunlar; g¢evresel kosullar, sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu ve belirli
reaktiflerin eklenmesi seklindedir [53, 105]. Farkli ¢evresel pH degerlerinde fenolik
bilesiklerin dogasinda meydana gelen degisimler, onlarin stabilite ve ¢ozlintirliiglini
etkileyebilir ve proteinlerle kompleks olusumuna neden olabilirler [106-108]. Bununla

beraber, literatlir verilerine dayanarak, protein-fenolik bilesik interaksiyonunun
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olusumunu etkileyen ana iki faktor; protein tipi ve fenolik bilesigin yapisidir [104].
Prigent ve ark.’larmin yaptig1 bir ¢alisma, hidrofobisite, izoelektrik nokta degeri ve
proteinin amino asit dizilimindeki farkliliklarin fenolik bilesiklerle etkilesimlerini
kuvvetli sekilde etkiledigini gostermistir [109]. Bazi durumlarda amino asit dizilimi,
etkilesimin baglanma kuvvetinin tahmin edilmesini saglar [52]. Fenolik bilesikler;
molekiiler agirliklarinda, metilasyon, hidroksilasyon ve glikozilasyon derecelerinde
farkliliklar gosterebilir [104]. Fenolik bilesiklerin proteine baglanma afiniteleri molekiil
agirliklarindaki artis ile birlikte artar [110]. Metilasyon fenolik bilesiklerin proteine
baglanma afinitelerini azaltirken, A ve B halkasinin hidroksilasyonu fenolik bilesigin

baglanma etkinligini arttirir [111].

Fenolik bilesikler ve proteinler arasindaki etkilesimler iki acidan algilanabilir: ilk olarak
fenolik bilesiklerle etkilesim, proteinin fizikokimyasal O6zelliklerinde degisikliklere
sebep olabilir. Bu tiir komplekslerin olusmasi, ¢oziiniirlik, termal stabilite ve
sindirilebilirligi degistirerek, proteinlerin besinsel degerini, teknolojik degerini
enzimatik aktivitelerini ve diger biyolojik etkilerinin azalmasina sebep olabilir [53, 105,

112].

1.3.1. Protein-Fenol interaksiyonunun Protein Uzerine Etkileri

Proteinlerin modifikasyonu hala gida islemede yaygin bir yontem olmaktan uzak olsa da
iki ana nedenden dolay1 giderek daha &nemli hale gelmektedir. Ilk olarak, proteinler
gidadaki birgok islevi yerine getirir ve bunlardan bazilar1 modifiye edilerek dogal
proteinlerden ¢ok daha fazla kullamm alami bulabilirler. Ikincisi, diinyada artan
beslenme  sorunlari, yeni hammaddelerin  kullanilmasin1  gerektirmektedir.
Modifikasyonlar ile protein yapisin1 degistirmek, bu tiir yeni hammaddelerin (6rnegin;
bitki veya mikrobiyal kokenli proteinler) gida giivenligi, lezzetlilik ve biyolojik deger

kriterlerini karsilamasini saglayabilir.

Gida isleme acisindan, protein modifikasyonunun amaci sunlardir;
e Gidada istenmeyen bilesiklerin olusumuna neden olan reaksiyonlarin
engellenmesi (Maillard reaksiyonu ile olusabilecek istenmeyen bilesikler)
e Proteinlerin baz1 fiziksel 6zelliklerinin iyilestirilmesi (doku, kopiik stabilitesi,

¢Oziiniirlik)
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e Besin degerinin iyilestirilmesi (sindirilebilirlik derecesinin arttirilmasi, toksik
veya diger istenmeyen bilesenlerin etkisizlestirilmesi, baz1 amino asitler gibi

temel bilesenler dahil edilmesi)

Modifikasyon, kimyasal veya enzimatik reaksiyonlar1 veya her ikisinin birlikte
kombinasyonunu igerir. Proteinlerin 6zelliklerinin modifikasyonu, amino asit
kompozisyonu ya da molekiil boyutunu degistirerek veya hetero bilesenleri ¢ikararak
veya ckleyerek miimkiindiir [10]. Boyle degisiklikler kimyasal ve/veya enzimatik

reaksiyonlar ile gerceklestirilebilir.

Gida proteinlerinin modifikasyonu, organizasyonun tiim seviyelerinde, yani birincil,
ikincil ve t¢iinciil yapilarda, yap1 veya konformasyonda degisiklikler icerebilir. Fiziksel
(termal ve basing), kimyasal veya enzimatik prosediirler kullanilarak kovalent baglarin
ve ikincil kuvvetlerin bozulmasini ve yeniden diizenlenmesini igerebilir [9]. Sonug
olarak, fenolik bilesiklerin proteinlerin reaktif yan zincirleri ile reaksiyonlari,
coziiniirliik, elektroforetik davranis, hidrofobiklik, molekiiler agirlik ve izoelektrik

nokta gibi fizikokimyasal 6zelliklerde 6nemli degisikliklere yol agar [59].

Proteinlerin biyolojik aktivitesi ve islevselligi, farkli fenolik bilesiklerle olan
etkilesimlerinden fazlasiyla etkilenir ve sonu¢ olarak enzimatik aktivitede ve
proteinlerin ¢oziiniirliik ya da termal stabilite gibi fizikokimyasal ozelliklerinde
degisimlere yol acar [105, 113, 114]. Yapilan bir ¢aligmada, 1sitma boyunca siit
proteinleri ve kafeik asitin arasinda olugsan kompleksler analiz edilmis ve fenolik asitle
stit proteinlerinin interaksiyonunun mevcut lizin ve tiyol gruplarinda azalmaya neden
oldugu goriilmiistiir [115]. Ayrica, kafeik asit varlig1 kazein misellerinin boyutunda ve
capraz baglanmalarinda artisa sebep olmustur. Caligmada, 1sitma boyunca kafeik asitin
kinonlara okside oldugu mekanizma Onerilmistir [53]. Farkli fenolik bilesiklerle soya
proteini arasindaki interaksiyonun analiz edildigi bir calismada, proteinlerde lizin,
sistein ve triptofan iceriginde azalma oldugu goriilmiistiir [116]. Bunun yaninda,
proteinin ikincil ve ligiinciil yapilarinda degisimler ile interaksiyon boyunca ylizey
hidrofobisitesinde artis go6zlemlenmistir. Ayni1 zamanda kompleksler baslangi¢
proteininden daha yiiksek molekiiler agirlik ve farkli bir izoelektrik nokta ile karakterize

edilmistir.
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1.3.1.1.Proteinin Antioksidan Ozellikleri Uzerine Etkileri

Niikleofiller ve kinon arasindaki kovalent interaksiyon, sadece aktif yan zincir
gruplarii bloke etmekle kalmaz ayni zamanda dihidroksibenzenin fenolik kismini da
yeniden olusturur ve bdylece genel antioksidatif kapasiteyi artirabilir. Yeniden
diizenlenmis fenollin protein iizerinde lokal olarak antioksidan etki gostermesi
muhtemeldir. Proteine bagl fenolik bir bilesik, protein yapist i¢inde radikal siipiiriicii
etkilere sahip olabilir ve radikallerin azaltilmasinda islev gorebilir. Boylece proteini
karbonil gruplar1 gibi protein oksidasyon {iriinlerinin olusumuna kars1 koruyan

potansiyel bir molekiiller aras1 antioksidan olabilir.

Bir ¢alismada, sigir serum albiimini gibi proteinlerin, fenolik antioksidanlarla birlikte
mevcut oldugunda lipit oksidasyonuna kars1 sinerjistik bir antioksidatif etki gosterdigi
bildirilmistir [117]. Baska bir ¢alismada bunun emiilsiyonlarin depolanmasi sirasinda
protein-fenol kovalent iliskilerinden kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir [118]. Benzer bir
calismada, miyofibriler proteinlerin modifikasyonunun, protein tiyolleri ve kinonlar
arasinda eklenme olugturarak lipitlerin oksidatif stabilitesi lizerinde 6nemli bir etki

gosterdigi bildirilmistir [119].

1.3.1.2.Protein Glikasyonu Uzerine Etkileri

Fenolik bilesikler gibi dogal antioksidanlar, Maillard reaksiyonunun gidisatini
degistirdigi icin glikasyon inhibitorii olarak iyi bir potansiyele sahiptir [120]. Pek ¢ok
caligmada; katesinlerin A halkasinda bulunan oldukca aktif iki elektron veren gruplarin
varligindan dolayr elektrofilik aromatik ikame reaksiyonlari ile reaktif dikarbonil
bilesiklerini yakaladiklar1 ortaya konulmustur [121-123]. Son donemlerde, katesinlerin
ayn1 zamanda Maillard reaksiyonuna bagli reaktif imin ara maddeleri i¢in tutucu ajan
olduklar1 rapor edilmistir [124]. Yesil cay, epigallokatesin, epikatesin gallat ve
epigallokatesin gallat gibi katesinler icin zengin bir kaynaktir ve diyabetik farelerde
anti-glikasyon etkisine sahip oldugu gosterilmistir [125]. Bu etki ¢ogunlukla fenollerin
karbonil yakalama kabiliyetlerine atfedilir [121, 126].

Anti-glikasyon konseptinin biyokimyasal mekanizmasi, glikasyon reaksiyonunu

geciktiren veya Onleyen herhangi bir mekanizmay1 igerebilir. Oksidatif stresi
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hafifletmek ve reaktif karbonil bilesiklerinin olusumunu azaltmak i¢in temizleyici

hidroksil radikalleri ve siliperoksit radikallerini iceren anti-glikasyon stratejileri su
sekildedir;

e proteinlere karbonil veya dikarbonil baglantisinin bloke edilmesi,

e metal iyon selasyonu ile AGE olusumunun engellenmesi,

e AGE’lerde capraz bag yapisinin kirilmasidir [127].

Fenolik bilesiklerin anti-glikasyon aktivitesi ¢ogunlukla onlarin antioksidan
davraniglarina  ve karbonil yakalama fonksiyonlarina atfedilir. Antioksidanlar,
muhtemelen metal iyonu selasyonu ve serbest radikal tiirlerinin tutulmasi yoluyla,
oksidatif stresin zayiflatilmasint ve ayrica glikasyonun orta asamalarinda olusan
karbonil bilesiklerinin yakalanmasin1 saglayarak AGE inhibitorleri olarak islev goriir
[128, 129]. Bununla birlikte, glikasyonun inhibisyonunda fenolik bilesiklerin yer

alabilecegi baska mekanizmalar da yer alabilir.

Sigir serum albiimini, glukoz/fruktoz ve meyve o6ziitlerinin 37°C’de 7 giin boyunca
inkiibe edilerek hazirlandig1 bir model sistemde, AGE olusumundaki azalmanin toplam
fenolik konsantrasyonuna ve radikal yakalama kapasitesine bagli oldugu gosterilmistir
[130]. Zhang ve ark.’larmin yaptig1 bir calismada; naringenin, epikatesin, klorojenik
asit, rosmarinik asit ve floretin eklenerek hazirlanan glukoz-kazein model sistemi
hazirlanarak, 120°C’de 2 saat boyunca 1sitilmistir. Bu fenollerin, floresan AGE ve CML
olusumu Tizerinde inhibisyon gdosterdigi gorilmistir [131]. Ayni arastirmacilar
tarafindan ayni fenoller kullanilarak hazirlanan kurabiye model sistemi incelenmis ve
tim fenolik bilesiklerin glioksal miktarindaki azalmada etkili olduklar1 ancak
metilglioksal konsantrasyonunun etkilenmedigi belirtilmistir. Fakat pisirme sirasinda
meydana gelen termal bozulma ve donilisiim nedeniyle fenolik bilesiklerin antioksidan
aktivitesinde ciddi sekilde diisiis ve antioksidan aktivitede beklenildigi kadar artig
olmadig gosterilmistir [132]. Baska bir ¢alismada, genistein artan konsantrasyonlarinin,
laktoz ve B-laktoglobulinin ¢apraz baglantilarini etkili bir sekilde inhibe edebildigi ve
reaktif dikarbonil bilesiklerini yakalayarak AGE’lerin doza baglh sekilde
baskilanmasinda belirleyici rol oynadigi belirtilmistir [133]. Ferulik asitin glikasyon
tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, soya glisinini veya sigir serum

albiimini, ferulik asit ile pH 12'de 60°C'de 60 dakika siireyle inkiibe edilmis ve daha
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sonra fruktoz, model sistemlerine ilave edilerek 60 dakika daha inkiibe edilmistir [134,
135]. Ferulik asidin floresan AGE'leri ve CML olusumunu sirastyla yaklasik % 90 ve %
85 oraninda azalttigi bulunmustur. Ferulik asidin anti-glikasyon aktivitesi, bilesigin
antioksidan aktivitesine baglanmistir [135, 136] ve ayrica ferulik asidin, proteinin
oksidasyonuna kars1 koruyucu etkiler saglayan proteinlerle kompleksler olusturabilecegi
belirtilmistir. Ayn1 sekilde baska bir calismada soya izoflavonlarinin anti-glikasyon
etkisi incelenmistir. Soya glisinin, genistin, genistein veya soya izoflavon bakimindan
zengin Oziitle (daidzein, glisitin ve genistein igeren) 60°C'de pH 12'de 1 veya 16 saat
karistirilmig, daha sonra fruktoz ilave edilmis ve ayni sicaklikta 1 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Genistince zengin 0ziit ve genistein saf bilesiklerinin Maillard reaksiyonunun
ilerlemesi iizerinde etki gdstermedigi, ancak, soya izoflavon bakimindan zengin 6ziitiin
(soya izoflavonlarinin bir karisimindan olusur) erken Maillard reaksiyonu iiriinlerinin
olusumunu ve ayrica reaksiyonun ileri asamaya ilerlemesini 6nemli 6l¢iide azalttig
goriilmiistiir. Hem floresan AGE’ler hem de CML olusumunu 6nemli Slgiide inhibe
ettigi goriilmiistiir. Soya izoflavonlar1 ve soya glisininin arasindaki mekanizma tam
olarak aciklanmamasina ragmen, erken Maillard reaksiyon iiriinlerinin olusumunun
izoflavonlarin aktif glikasyon bdlgelerine konjligasyonu ile inhibe edilebilecegi, AGE
olusumunun dikarbonil ara maddelerinin ve oksijen radikal tiirlerinin yakalanmasiyla
azaltilabilecegi One siiriilmiistiir [137]. Yapilan iki ¢calismada da proteinler ve fenolik
bilesikler alkali kosullarda etkilestirilmistir [134, 137]. Fenolik bilesiklerin protein
glikasyonunun her asamasi iizerindeki onleyici etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
glikasyonun erken asamasi i¢in; bovin serum albumin-glukoz, ara asamasi i¢in bovin
serum albumin-metilglioksal ve son asamasi ic¢in peptit-riboz model sistemleri
hazirlanmistir. Kaempferol, luteolin, naringenin, kuersetin, rutin, epikatesin gallat ve
epigallokatesin gallat eklenmesinin HbA . seviyesini, glikasyon reaksiyonunun floresan
yogunlugunu ve elektro spin rezonans spektrumlarinin radikal sinyallerini azalttigi
gosterilmistir [138]. Bu calismada, fenolik bilesiklerin proteinlere eklenmesinin protein
glikasyonu ve oksidasyonunu 6nemli bir sekilde inhibe edebilecegi ve bu durumun
fenolik bilesiklerin, 6zellikle luteolin ve rutinin antioksidan aktiviteleri ve radikal

temizleme kabiliyetleri ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir [ 138].

1.3.2. Protein Fenol Interaksiyonunun Fenoller Uzerine Etkileri
Fenolik bilesiklerin insan viicudunda pek c¢ok potansiyel biyoaktivitesi oldugu

bilinmektedir [59, 112]. Proteinlerle interaksiyonlari, fenolik bilesiklerin antioksidan
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aktivitesini etkileyebilir. Protein-fenol tiirevlerinin antioksidan aktivitesi, fenolik
bilesiklerin konsantrasyonuna, tiirevlenme derecesine, fenolik bilesiklerdeki hidroksil
gruplarinin fiziksel konuma, diger gida bilesenlerine ve pH gibi ¢evresel kosullara bagh
olarak degisebilir ve esit miktarda serbest fenolik bilesige kiyasla antioksidan aktivite
azalabilir veya artabilir [2, 3]. Protein-fenol interaksiyonu sonucunda, proteinlerin
fenolik bilesiklere gii¢lii baglanma afiniteleri nedeniyle fenolik bilesiklerin antioksidan
aktivitelerinin azalabilecegi belirtilmistir [105]. Bunlarin disinda, fenolik bilesiklerin
proteinlere baglanma afinitesi onlarin molekiiler biiytikliigline bagl olarak degisebilir
[139] ve fenolik bilesiklerin molekiiler biiyiikliikleri arttikca proteine baglanma
afiniteleri de artar. Fenolik bilesiklerin saglig1 destekleyici potansiyel ozelliklerinden
dolay1 bu komplekslerin 6nemine iliskin farkli goériisler mevcuttur. Bu alandaki temel
arastirmalar c¢ay, kahve ve kakaoda bulunan fenolik bilesiklerin siit proteinleri ile

etkilesimleri hakkinda bilgi saglamistir [105].

Bir ¢alismada, fenolik bilesiklerin siitlii kahve ile birlikte tiiketilmesinin kan dolasimina
giren fenolik bilesik miktarini azalttig1 gdzlemlenmis [140] ve siit ile veya siit olmadan
tilketilen kahvedeki absorblanan klorojenik asit miktar1 analiz edildiginde 24 saat
sonunda kahvenin siitle birlikte tiiketildiginde absorbe olan klorojenik asit miktarinin
daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir [140]. Siitiin cay Orneklerinin antioksidan
kapasitesi lizerindeki etkilerinin aragtirildigi bir baska ¢alismada, antioksidan
kapasitenin Ol¢limii i¢in farkli metotlar kullanilmistir ve ABTS ve voltametri
yontemlerine gore siitiin, ¢caymn antioksidan kapasitesi tizerinde azaltict etki gosterdigi,
lipid peroksidasyon yontemi ile siitiin, caylarin antioksidan kapasitesini gelistirdigi
belirtilmistir. Arastirmacilar bu durumun, siitiin ¢ayin antioksidan kapasitesi {lizerinde
cift etkili olabilecegini, ilk olarak siitiin ¢ozelti icinde veya kati-sivi ara yiizeyinde
meydana gelen reaksiyonlar icin Onleyici bir etki gosterirken, su icinde yag
emiilsiyonlarinda antioksidan kapasiteyi arttirici etki gosterebilecegini ifade etmislerdir
[110]. Arts ve ark’larinin [141] yaptig1 bir ¢aligmada fenolik bilesiklerin proteinlerle
yaptig1 interaksiyonlarin antioksidan oOzellikler iizerindeki etkileri protein ve fenolik
yapist acisindan degerlendirilmis ve antioksidan kapasitede azalis gdzlemlenmistir.
ABTSe+ metodu ile yapilan analizler; a-, B-, k-kazein ve albumin varliginda fenolik
bilesiklerin antioksidan aktivitesinin degistigini gostermistir. Katesinlerin antioksidan
kapasitekilerindeki maskelenmenin en fazla albumin ve B-kazeinde oldugu goriilmiistiir.

a- ve k- kazeine kiyasla B- kazeinde gozlenen yiiksek antioksidan maskelenmesinin,
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yapisindaki prolin gruplarinin varlig ile iliskili oldugu ve prolin gruplarinin, katesinin
hidroksil gruplar1 i¢in yiliksek bir afiniteye sahip oldugu [142] ifade edilmistir.
Antioksidan aktivitenin maskelenmesinin sadece protein yapisina bagli olmadig: hatta
fenolik bilesik yapisinin biiyiik Olciide etkili oldugu belirtilmis ve 3° pozisyonunda
flavonoide baglanmis bir gallat grubunun maskeleme derecesini arttirdigt bununla
birlikte, B halkasin1 galattakine benzer bir pirogallol grubuna doniistiiren bir 5’
pozisyonunda —OH grubunun maskeleme derecesini azaltabilecegi belirtilmistir [141].
Proteinlerle etkilesimin baska bir sonucu, fenolik bilesiklerin biyoyararlaniminin
azalmasi olabilir. Protein-fenol etkilesimleri fenolik bilesiklerin biyoyararlanimi
acisindan degerlendirildiginde, siyah caya siit ilavesi, kompleks olusumu ve toplam
katesin geri kazaniminda bir azalma ile sonuglanmistir. Ancak, protein-fenol
komplekslerinin sindirim sirasinda bozundugu ve siitlii veya siitsiiz ¢ay tiikketiminin
katesin plazma konsantrasyonunda bir fark yaratmasinin pek olasi olmadigi ifade
edilmistir. [143] Serafini ve ark.’lar1 siyah caya siit eklenmesinin, ¢ayin siit olmadan
tilketildiginde gozlenen antioksidan potansiyelindeki artist ortadan kaldirdigini
belirtmisler [144], fakat diger c¢alismalar protein varliginin cay fenollerinin
biyoyararlanimi1 veya antioksidan kapasitesi iizerinde higbir etkisi olmadigini
belirtmislerdir [145, 146]. Diger yandan, olusan komplekslerin gastrointestinal
sistemdeki akibeti bilinmemektedir. Farkli miktarlardaki kuersetinin sigir serum
albuminine (BSA) kovalent olarak eklendigi bir calismada, kuersetinin BSA’ya
kovalent baglanmasiin toplam antioksidan aktivitesini esdeger miktarda serbest
kuersetine kiyasla azalttigini gostermektedir. Fakat BSA-kuersetin kompleksinin
antioksidatif etkisi i¢in belirleyici olanin baglh kuersetin miktar1 oldugu ifade edilmistir
[2]. Farkli ¢aligmalarda, fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin, protein-fenol
etkilesimlerinden kaynakli maskelenebilecegi ifade edilmis, fakat protein-fenol
komplekslerinin spesifik bir karakterizasyonu gergeklestirilmemistir. Yapilan bagka bir
caligmada siit ilavesi siyah ¢ayin sagligi gelistirici etkisini ortaya ¢ikarmis, bununla
birlikte siit proteinlerinin varligi, arastirmaya katilan insanlarin kan serumunda fenolik

bilesiklerin antioksidan kapasitesinde degisikliklere neden olmamustir [ 147].

Fenolik bilesiklerin, hidroksil gruplarinin sayist ve pozisyonu, sonradan eklenen
aromatik halka yapis1 antioksidan aktivitelerini belirleyici yapilardir [110]. Cozeltide,
katesinler gibi polifenoller, en bol siit proteini olan B-kazein gibi prolin agisindan zengin

proteinlerle etkilesime girerek ¢oziinmeyen kompleksler [148] olusturabilir.
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2. MATERYAL VE METOTLAR

2.1. Kimyasallar ve Malzemeler

Potasyum peroksidistilfat, 2,2’-azinobis (3-etil benzo thiazolin-6 siilfonik asit) (ABTS),
6-hidroksi-2,5,7,8 tetra metil kroman-2 karboksilik asit (Troloks), asetonitril, sodyum
hidroksit, seliiloz (toz formda), metanol, formik asit, hidroklorik asit, amonyum format,
sodyum borohidrit (Fluka), sodyum bikarbonat, kazein, albumin, gluten Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh (Steinheim, Almanya)’dan temin edilmistir. Aseton ISOLAB Chemicals
(Wertheim, Almanya)’dan temin edilmistir. Sitrik asit (Fluka), sodyum fosfat, borik asit
Merck (Darmstadt, Almanya)’dan temin edilmistir. Potasyum dihidrojen fosfat, di-
sodyum hidrojen fosfat dihidrat, di-sodyum hidrojen fosfat anhidrus, sodyum dihidrojen
fosfat dihidrat ve sodyum karbonat anhidrus Merck (Darmstadt, Almanya)’dan temin

edilmistir.

Analizlerde ultra saf su (MiliQ sistemi, Milipore, Bedford, MA, ABD) kullanilmistir.
Enjektor filtre (naylon, 0,45 um), Oasis HLB (1 mL, 30 mg) kati faz ekstraksiyon
kartuglar1, Atlantis HILIC kolon (250 x 4,6 mm, 5 pm) Waters (Miliford, MA, ABD)
firmasindan temin edilmistir. Syncronis HILIC kolon (100 x 2,1 mm, 1,7 pm)
ThermoScientific (ABD)’den temin edilmistir. ZIC-HILIC (150 x 4.6 mm, 3.5 pm)
kolon MerckSeQuant (Darmstadt, Almanya)’dan temin edilmistir.

Domuz gastrik mukozasindan pepsin (= 250 U/mg kat1), domuz pankreasindan
pankreatin (4 x USP), Streptomycesgriseus’dan proteaz (= 3,5 U/mg kat1) Sigma-

Aldrich (Deisenhofen, Almanya)’dan temin edilmistir.

Protein-fenol etkilesiminde kullanilan yesil ¢ay ekstrakti yerel marketten temin
edilmistir. Gida 6rneklerinde antioksidan analizleri i¢in kullanilan bugday unu, ¢avdar
unu, yulaf unu, yagsiz inek siitli, sekersiz soya siitii ve yumurta yerel marketlerden

temin edilmistir.
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2.2. Orneklerin Hazirlanmasi

2.2.1. Cesitli Proteinlerin Yesil Cay Ekstrakti ile Modifikasyonu

pH 8-10-12 Tampon Cézeltilerinde %1 Protein
ve %2 konsantrasyonunda hazirlanan + KN/OVA/GLU
yesil cay ekstrakt: (YCE)

| |
l

[Modiﬁkasyon ]

25°C-50°C
30°-60°-120°
Modifiye Protein Yikama )
+ (5-6 doéngii) Mod1ﬁye
Yesil Cay Karigim 1:4/ su:aseton Protemn
Cozintir bilesenler Dondurarak
(YCE fazlasi) Kurutma

Sekil 2.1 Cesitli proteinlerin yesil ¢ay ile modifikasyon agsamalari

Bu calismada, fenolik bilesik kaynagi olarak yerel marketten temin edilen yesil ¢ay
ekstrakt1 kullanilmistir. i1k olarak, proteinlerle muamele edilecek yesil cay ¢ozeltisinin;
caligmada kullanilan ovalbumin, kazein ve gluten proteinlerinin lizin miktarina gére %
1 (w/v) ve % 2 (w/v) konsantrasyonunda yesil ¢ay ekstrakti olarak belirlenmistir.
Cozelti pH’lar1 farkli pH tamponlar1 kullanilarak ayarlanmistir. Yapilan caligmalar,
protein fenolik bilesik interaksiyonunda kovalent baglanmanin alkali pH’larda daha
hizli gerceklestigini gostermistir [149]. Bu sebeple proteinlerin yesil cay ekstrakti ile
muamelesinde 8, 10, 12 pH tamponlar1 kullanilarak baglanmanin en fazla oldugu
pH’nin belirlenmesi amaclanmistir. pH etkisinin yan1 sira protein-yesil c¢ay
etkilesiminde sicaklik ve siirenin etkisinin incelenmesi i¢in reaksiyon 25°C ve
50°C’lerde 30, 60, 120 dakikalik siireyle gergeklestirilmistir. 250 mg protein iizerine 25
mL yesil ¢ay ekstraktli ¢ozelti eklenmis, 350 rpm’de manyetik karigtiricida reaksiyonlar

gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonunda elde edilen karisima, reaksiyon sonucunda
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baglanmayan yesil ¢ayin uzaklastirilmas: amaciyla yikama prosediirii uygulanmistir.
Bunun i¢in reaksiyon karisimi 1:4 oraninda su:soguk aseton karigimi ile karistirildiktan
sonra 7000 rpm’de 3 dakika santrifiij uygulanmis, supernatant atilarak pelet elde
edilmistir. Bu yikama islemi 5-6 kez tekrar edilmis, reaksiyona girmeyen yesil ¢ayin
tamami uzaklastirildiktan sonra elde edilen retentat liyofilize edilerek modifiye edilmis

protein izole edilmistir.

2.2.2. Cesitli Protein Bazh Gidalarin Yesil Cay ile Modifikasyonu

Tez kapsaminda, c¢esitli protein bazli gidalarin da yesil ¢ay ile modifikasyonu
amaglanmustir. Protein bazli gida olarak yerel marketten temin edilen bugday unu (%10-
12), ¢avdar unu (%11), yulaf unu (%15), yagsiz inek siitii (%3,5-4), sekersiz soya siitii
(%3,3) ve yumurta (%13) ornekleri kullanilmistir. Oncelikle, gida drnekleri toz forma
getirilmek iizere liyofilize edilmistir. Ardindan her protein pH 10°da hazirlanan yesil
cay ekstraktli ¢ozelti ile 50°C’de 120 dakika boyunca reaksiyona sokulmustur. Bu
reaksiyon kosullarina, drneklere benzer proteinler i¢in optimum oldugu kabul edilen
kosullara bakilarak karar verilmistir. Yesil ¢ay ile modifiye edilmis kazein, ovalbumin
ve gluten orneklerine yapilan antioksidan kapasite 6l¢limil sonuglarina gore, optimum
kosullar pH 10’da 50°C ve 120 dakika olarak belirlenmistir. Reaksiyon yapilan protein
bazl1 gida orneklerinden serbest yesil caym uzaklastirilmasi igin, bolim 2.2.1.°de
belirtildigi gibi yikama prosediirii uygulanmistir. Liyofilize edilen 6rnekler, antioksidan

kapasite dl¢limleri i¢cin +4°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.3. Modifiye Protein — Glukoz Model Sistemlerinin Hazirlanmasi

Yesil cay ekstrakti ile muamele isleminin kazein, ovalbumin ve gluten proteinlerinin
glikasyon potansiyelini nasil etkilediginin anlasilabilmesi i¢in model sistemler
hazirlanmistir. Bunun i¢in modifiye edilmis proteinlerle bu proteinlerin kontrol
ornekleri farkli konsantrasyonlarda glukoz c¢ozeltileriyle hazirlanmistir. Bunun igin,
kazein, ovalbumin ve gluten proteinlerinin amino asit analizi ile lizin miktarlar
belirlenmis, daha sonra bu proteinlerin lizin i¢eriklerine gore iz, es molar ve asir1 olacak
sekilde glukoz ilave edilmesine karar verilmistir. Model sistemlerin hazirlanmasinda,

modifikasyonun en yiiksek ve en diisiik oldugu protein 6rnekleri kullanilmistir.
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Tiiplere 25 mg kontrol ve modifiye protein alinmis ve tliplere 1 mL su igerisinde 1-5-
10-20-100 pmol glukoz.mL™! deiyonize su ilave edilmistir. Daha sonra tiiplerin igerigi
liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen 6rnekler, 100°C’de 15 dakika yag banyosunda
wsitilarak glikasyon reaksiyonu gerceklestirilmis (Sekil 2.2) ve bu 6rneklerde furozin ve

karboksimetillizin (CML) analizleri yapilmistir.

20pmol-100pmol /mL su)

N /S

Protein-glukoz

model sistemi

Dondurarak Glikasyon TT gl Furozin-CML
—_ —_ Asit Hidrolizi —_
Kurutma Isitma 100°C-15° Analizi

Sekil 2.2 Model sistemin hazirlanmasi

Glukoz
Modifiye Protein / Native Protein | 4 |,(#mol-oumel-10umol-

2.3. Gergeklestirilen Analizler

Tez kapsaminda elde edilen modifiye protein ve modifiye protein bazli gida
orneklerinde, = modifikasyonun  etkilerinin  anlasilabilmesi ve  dolayisiyla
dogrulanabilmesi i¢in ¢esitli analizler gerceklestirilmistir. Bu tez kapsaminda

gergeklestirilen analizler Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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( Protein / Protein bazli gidalar |+ ‘ Yesil Cay Ekstrakt:
Modifikasyon
‘ Modifiye protein J

/ | .

L e e Glikasyon Potansiyeli
Antioksidan Degigimi Yapisal Degisim yon rotansty
Degigimi
+Antioksidan Kapasite Olciimii *Amino Asit Analizi *Amino Asit Analizi
- Kontrol érnekler Furozin Analizi
- Modifiye protein érnekleri *CML Analizi

- Modifiye protein bazli gida érnekleri

Sekil 2.3 Tez kapsaminda gerceklestirilen analizler

2.3.1. Antioksidan Kapasite Ol¢iimii

Protein fenolik bilesik interaksiyonu ile elde edilen modifiye proteinler ve onlarin
kontrol 6rneklerinde antioksidan kapasite 6l¢iimii yapilmistir. Bu analizle, uygulanan
modifikasyon kosullarinin proteinlerin antioksidan kapasitelerinde yarattigi degisimin
izlenmesi ve dolayisiyla optimum modifikasyon kosullarinin = belirlenmesi
amaglanmistir. Antioksidan kapasite Ol¢iimii QUENCHER metodu kullanilarak
yapilmistir [150, 151].

Antioksidan kapasite 6l¢iimii i¢in ABTSe+ stok ¢ozeltisinden ABTSe+ calisma ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bunun i¢in 38,42 mg ABTS 5 mL deiyonize suda ¢ozdiiriilmiistiir.
Potasyum peroksidisiilfat ¢ozeltisi, 6,615 mg potasyum peroksidisiilfat 5 mL deiyonize
su ile hazirlanmistir. Konsantrasyonu 7 mmol.L™! olan ABTS ve 2,45 mmol.L"! olan
potasyum peroksidisiilfat ¢ozeltilerinin 5’er mL’si reaksiyona sokularak toplamda 10
mL’lik stok ABTSe+ c¢ozeltisi hazirlanmig, 12-16 saat oda sicakliginda karanlikta
bekletilmistir [152]. ABTSe+’nin ¢alisma ¢ozeltisi 10 mL’lik stok ABTSe+
cozeltisinden yaklasik 800 mL tampon ¢ozelti ile seyreltilerek hazirlanmigtir. Tampon

cozeltileri; kullanilan proteinlerin izoelektrik noktalarinda hazirlanmistir. Proteinlerin
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izoelektrik noktalarinda yiizey 6zelliklerinin erisilebilir oldugu bildirilmektedir [153].
Bu sebeple Ol¢iimler kullanilan proteinlerin spesifik izoelektrik noktalarinda
gerceklestirilmistir. Ayrica, YCE ile reaksiyonlar alkali pH’larda ger¢eklestirilmistir ve
bu pH’lar proteinlerin izoelektrik noktalarinin iizerindedir. Proteinler izoelektrik
noktalarinin {izerinde negatif yikliidiirler. ABTSe+‘nin radikal katyonu olmasi
nedeniyle, yiik dengesini ve Olgiilen madde ile iyonik olarak etkilesmedigini garanti
etmek amaciyla da tampon ¢oOzeltiler proteinlerin izoelektrik noktalarinda
hazirlanmistir. Proteinlerin izoelektrik noktalar: sitrat-fosfat tamponu kullanilarak
sirastyla; kazein igin 4,6, ovalbumin i¢in 4,54 ve gluten i¢in 6,2 pH’larinda
hazirlanmistir. Calisma ¢ozeltisi 734 nm’de 0,75-0,80 absorbansa ayarlanarak 6rnek

Ol¢iimleri i¢in hazirlanmistir.

Sonuglar mmolTroloxesdegeri.kg™! (mmol TE kg!) olarak ifade edilmistir [151]. 10’ar
mg tartilarak tiiplere alinan 6rnekler iizerine 10 mL ABTSe+ calisma ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon baslatilmigtir. Tiipler 27 dakika boyunca belirli bir yoriingede, karanlikta 350
rpm de kuvvetlice calkalandiktan sonra, 6080g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. 30
dakikalik reaksiyon sonucunda, berrak supernetant (3 mL) kiivete alinarak; Shimadzu
model 2100 degisken dalga boylu UV-goriiniir spektrofotometrede (ShimadzuCorp.,
Kyoto, Japan) 734 nm’de o6l¢iim gerceklestirilmistir. Yiiksek antioksidan aktivite
nedeniyle radikal maddedeki renk acilmasi/degisimi ile Olciilen absorbans degeri lineer
cevap araliginin altindaysa 6l¢iimden 6nce 6n seyreltme islemi uygulanmasi gereklidir.
Seyreltme islemi, toz halindeki ornekler radikal ¢ozeltiye gore inert bir madde olan
seliiloz ile karigtirilarak yapilmistir. Seyreltme faktorleri, toplam antioksidan kapasite
degerlerine bagl olarak farkli oranlarda (1:1, 1:10, 1:100 (w/w)) olmustur. Her 6rnegin
Trolox esdeger antioksidan kapasitesini (TEAC) yilizde inhibisyon doniisiimii tizerinden
hesaplamak i¢in standart referans olarak Trolox kullanilmistir. 0 ile 600 pg.mL-
'metanol araliginda konsantrasyonlarda Trolox kullanilarak hazirlanan kalibrasyon
egrisinden yararlanilmis ve antioksidan kapasite degerleri kilogram basina
milimolTrolox olarak ifade edilmistir. Kalibrasyon egrisi olusturabilmek i¢in farkli
konsantrasyonlardaki trolox ¢ozeltilerinden 100 pL alinarak test tiipiine aktarilmistir ve
iizerlerine 10 mL ABTSe+ calisma ¢ozeltisi eklenmistir. Karigimlar oda sicakliginda,
karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra elde edilen radikal ¢6zeltiden 2 mL
kiivetlere aktarilmig, ve kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in 734 nm’de absorbans

Ol¢iilmiistiir.
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2.3.2. Amino Asit Analizi

Gergeklestirilen modifikasyonun protein yapisinda yarattigi degisimin izlenebilmesi igin
kontrol ve modifiye proteinlerde amino asit analizi gerceklestirilmistir. Modifiye
proteinin ne kadar modifiye oldugunun anlasilabilmesi i¢in yapilan prosediir sonucunda
elde edilen proteinlerde enzimatik hidroliz gerceklestirilmistir. Enzimatik hidroliz ile

protein-fenol interaksiyonu ile olusan kovalent bagin kirilmast 6nlenmistir.

Enzimatik hidroliz, Henle ve ark’larinin [154] yayinladig1 prosediir modifiye edilerek
uygulanmistir. Bunun igin pepsin, pankreatin ve proteaz enzimleri kullanilmistir.
Hidroliz i¢in modifiye olmus proteinler ve kontrol proteinlerinden 10 mg alinarak 1 mL
0,05 M HCI c¢ozeltisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan protein 6rneginin iizerine 50 pL
pepsin (13,2 mg pepsin.2 mL! 0,01 M HCI) eklenmistir ve 37°C’de galkalamali su
banyosunda 24 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra kismen hidroliz edilmis 6rnegin
tizerine 410 pL 1,43 M sodyum bikarbonat tamponu eklenerek ortam pH’s1 yaklasik 8’e
getirilmis ve pepsin sindirimi durdurulmustur. Ardindan 0,05 g pankreatin, 1 mL
pankreatin tamponu (4920 pL x 10 mM HCI + 410 pL 1,43 M sodyum bikarbonat
tampon) i¢inde hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden 10 pL alinarak 6rnegin iizerine eklenmistir.
Ornekler pankreatin enzimi varhiginda calkalamali su banyosunda 37°C’de 48 saat
boyunca bekletilmistir. Daha sonra kismen hidroliz edilen Orneklerin {izerine 50 uL
proteaz (13,2 mg.2 mL! deiyonize su) eklenerek 37°C’de ¢alkalamali su banyosunda 24
saat bekletilmis ve hidroliz tamamlanmistir.

Enzimatik hidroliz sonrasinda hidrolizatlar su ve asetonitril ile seyreltildikten sonra
internal standart olarak 0,5 mg.L!' konsantrasyonunda theanin eklenmistir. Ornekler
vorteks ile karigtirildiktan sonra 0,45 p naylon filtreden gecirilip kromatografi vialine
alinmistir. Kromatografik ayrim Syncronis-HILIC (100 x 2.1 mm, 1.7 pm) kolonu
kullanilarak 40°C’de gradyan karisim ile gerceklestirilmistir. Gradyan karisimda mobil
fazlar; (A) su igerisinde %0,5 formik asit ve 5 mM amonyum format ve (B) %90
asetonitril igerisinde %0,5 formik asit ve 5 mM amonyum format olarak hazirlanmigtir
ve akis hiz1 0,7 mL/dk’dir. Ilk 3 dakika boyunca kolon %100 B mobil fazinda
tutulmustur. Ardindan %B oran1 4 dakika igerisinde lineer olarak %70’e diisiirilmiistiir.
Daha sonraki 10 saniyede lineer olarak %20’ye diistiriilmiis ve 10.dakikanin sonuna
kadar 9%20’de tutulmustur. Sonrasinda 1 dakika i¢inde lineer olarak baslangi¢
kompozisyonuna (%100B) yiikseltilmis ve bu sartlar altinda 4 dakika tutulmustur. Bu

sekilde kromatografik ayrim 15 dakikada tamamlanmustir. Internal standart olarak %0,5
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mg.L! konsantrasyonda theanin kullanilmigtir. Veriler m/z orani theanin i¢in 175.0,
parcalanma iyonlart i¢in 46.0 ve 158.0 izlenerek kaydedilmistir. Kuantifikasyonda
external standart egrisi olusturmak igin 0,1 ile 5 mg.L™! araliginda amino asit karigimlari
kullanilmistir. Analiz pozitif iyonlastirma kullanilarak Waters TQD LC-MS/MS’de
(ABD) gerceklestirilmistir. Iyonlastirma kaynagi parametreleri; kaynak sicaklign 120°C,
desolvation sicaklig1 350°C, carpisma enerjisi 12 V, desolvation gaz akis hiz1 900 L/h,
kapiler voltaj 3,5 kV, kon voltaji1 20 V ve ekstraktdr voltaji 3 V’dur.

2.3.3. Furozin Analizi

Furozin analizi Gokmen ve ark.‘larma gore [155] bazi modifikasyonlarla
gerceklestirilmistir. 25 mg kuru modifiye protein ve kontrol Ornekleri cam tiiplere
konulmustur. Uzerlerine 2,5 mL 8N HCI eklenmistir. Tiipler hizlica azot gazindan
gecirilip sikica kapatilmig ve hidroliz icin 110°C’de 23 saat boyunca tutulmustur.
Hidrolizatlar filtre kagidi ile siizlilmiis ve siiziilen hidrolizatlardan 100 pL cam tiiplere
alinmistir. Hidrolizatlar azot gazi altinda kuruyana kadar buharlastirilmis ve konsantre
olmus 6rnek 1 mL deiyonize suda ¢oziilmiis ve OASIS HLB kartustan gegirilerek cam
viallere almmistir. Kromatografik ayrim Agilent Technologies 1200 Series Quat
Pump’da (ABD) Atlantis HILIC kolunu ile (4.6 x 250 mm, 5 pm) 40°C’de 1 mL/dk akis
hizindaki %1 formik asit ¢Ozeltisi ile gergeklestirilmistir. Dedeksiyon 280 nm
dalgaboyunda gerceklestirilmistir. Sonuglar, 1-10 mg/L araliginda furozin standartlari

kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir.

2.3.4 Karboksimetillizin (CML) Analizi

CML analizi Palermo ve ark.’larina [156] gore bazi modifikasyonlar ile
gerceklestirilmistir. 20 mg kuru modifiye protein ve kontrol Ornekleri cam tiipler
icerisine tartilip lizerine 100 pL deiyonize su ilave edilmistir. Sonrasinda iizerlerine 450
pL sodyum borat tamponu (0,2 M, pH 9,2) ile 500 pL. sodyum borohidrit (1M ¢ozelti
0,1 M NaOH igerisinde hazirlanmistir) eklenmistir. Fruktozillizinin hekzitollizine
indirgenmesi icin Ornekler 4 saat boyunca oda sicakliginda tutulmustur. Daha sonra
orneklere 2 mL 8N HCI eklenip azot gazindan gecirilip, kapaklar1 sikica kapatilmistir.
23 saat boyunca 110°C’de tutulan ornekler, hidroliz sonrasinda filtre kagidindan
gegirilerek siiziilmiistiir. Cam tiiplere alinan 20 pL hidrolizat azot ile buharlastirilmis ve

buharlastirilan 6rnek 1 mL deiyonize suda c¢ozdiiriilerek Onceden kosullandirilmig
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OASIS HLB kartustan gegirilerek cam viallere alinmistir. Kartus kosullandirilmasi
stirastyla 1 mL metanol, 1 mL deiyonize su ve 1 mL hava gegirilerek gergeklestirilmistir.
Kartustan gegirilirken ilk 8 damla atilarak seyrelmeden kaynaklanabilecek hatalar
giderilmeye calisilmigtir.  Analiz  pozitif iyonlagtirma kaynagi kullanilarak
gerceklestirilmistir ve ornekler MerckSeQuant ZIC-HILIC (150 x 4.6 mm, 3.5 pm)
kolonu ile Agilent Technologies 1260 Infinity II UltivoTripleQuad LC-MS/MS’te
(ABD) analiz edilmistir. Kromatografik ayrim 1 mL/dk akis hizinda, 60°C’de gradyan
karisim ile gerceklestirilmistir. Gradyan karisim olarak mobil fazlar (A) su igerisinde
%0,1 formik asit ve (B) asetonitril igerisinde %0,1 formik asit olarak hazirlanmistir ve
akis hiz1 1 mL/dk’dir. Eluent kompozisyonu ilk 12 dakika boyunca %30 A ve %70 B
olacak sekilde tutulmustur. Daha sonraki 1 dakikada % A orani lineer olarak %80’e
cikmis ve %B oram1 %20’ye diisliriilmiistiir. Sonraki 3 dakika boyunca aymi sartlar
altinda tutulup 17. dakikada A %30 ‘a disiiriiliip B %70’e ¢ikarilmistir. Takip eden 5
dakika boyunca kolon bu sartlarda tutulmustur. Bu sekilde kromatografik ayrim 22
dakikada tamamlanmistir. Iyon kaynag1 parametleri; gaz sicaklig1 300°C, gaz akis hiz1 6
L/dk, nebulizer basinct 60 psi, kapiler voltaji 2 kV, sheath gaz sicakligi 300°C, sheath
gaz akis1 11 L/dk, nozzle voltaji 0,5 kV’dir.

Tarama tiirii coklu reaksiyon izleme (multiple reaction monitoring, MRM)’dir. Verilerin
alinmast m/z orant CML i¢in 205.10, parcalanma iyonlar1 i¢in 84.10 ve 130.10
izlenerek gergeklestirilmistir. Kuantifikasyon i¢in matrix-match kalibrasyon egrisi
kullanilmistir. Blank matris olarak; 1sitilmamis kontrol protein ornekleri secilmis ve
hidroliz edilmistir. Hidroliz edilen 1sitilmamis kontrol protein &rneklerinden 20 pL
alinarak azotla ugurulmus ve konsantre olmug 6rneklerin tizerine 100 pL 0, 1, 2, 5 ve 10
pg/mL konsantrasyonlarinda CML ilave edilmistir. Daha sonra ornekler 900 pL
deiyonze suda ¢oziilerek yukarida belirtildigi sekilde CML analizine hazirlanmistir.
Modifiye protein ve kontrol orneklerinde oldugu gibi yukarida bahsedildigi sekilde

analiz edilmistir.

2.3.5.istatiksel Analiz

Verilerin istatiksel analizi i¢in IBM SPSS-23.0 kullanilmistir. Ornekler arasinda
istatiksel agidan anlamli bir farkin olup olmadig: tek yonlii varyans analizi (One-Way
ANOVA) ile incelenmistir. Bunun i¢in Tukey ve Dunkan HSD Post-Hoc testleri p<0,05

diizeyindeki anlamli farkliliklar1 belirlemek i¢in uygulanmastir.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda, cesitli proteinler YCE ile modifiye edilmis ve modifiye edilen
proteinlerin antioksidan ozelliklerinde ve glikasyon potansiyellerindeki degisim
izlenmigtir. Bu c¢alismada protein-fenol interaksiyonu i¢in kazein, ovalbumin ve
glutenin amino asit kompozisyonlar1 incelenerek; aktif yan zincirlere sahip amino asit
miktarlar1 dikkate alinmistir. (Tablo 3.1°de kazein, ovalbumin ve gluten i¢in bazi amino

asit miktarlart mmol/g protein olarak verilmistir [8, 157, 158]).

Tablo 3.1 Amino asit kompozisyonu (mmol/g protein)

AA KN OVA GLU
Lizin 0,56 0,35 0,08
Arjinin 0,24 0,22 0,14
Sistein 0,012 0,15 0,087

Triptofan 0,07 0,034 0,048

Histidin 0,19 0,15 0,14

Besinsel ve fonksiyonel o6zelliklerinden dolayi, kazein temel olarak gidalarda besin
takviyesini saglamak veya gida iirlinlinlin fiziksel oOzelliklerini degistirmek igin
kullanilan en yaygin ingrediyendir [159]. Ciinkii kazein temel amino asit olan lizince
zengindir ve reaktif lizin kalintilar1 kolaylikla okside fenol bilesikleri ile elektrofilik-
niikleofilik eklenmeler verebilir. Yiiksek lizin miktar1 ve yaygin kullanim potansiyeli ile
kazein, model sistem i¢in secilen proteinlerden biri olmustur. Yumurta proteinleri, renk
ve lezzet saglamanin yan sira 6zellikle yumurta beyazi; miikemmel kdpiirme, jellesme
ve emiilsifiye etme gibi fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle firincilik iiriinleri, beze ve et
iirlinleri gibi bir¢ok gida icin arzu edilen bir bilesendir [160]. Pek ¢ok alanda genis bir
kullanim alani olan ovalbumin, yumurta beyazi proteinlerinin yaklasik % 54’tini
olusturur [158]. Ovalbuminin serbest tiyol gruplari ve reaktif yan zincirlerinin (Arjinin,
Histidin gibi) varligi; ingrediyen olarak katildigi pek ¢ok gida {iirlinlinde, diger gida
bilesenleri ile reaksiyon potansiyelini arttirmaktadir. Dolayisiyla, gida triinlerindeki

genis dagilimi ve lstlin ¢Ozilinilirliik o6zellikleri nedeniyle bu g¢alismada ovalbumin
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secilmigtir. Gluten proteini lizin, triptofan ve metiyonin miktar1 agisindan diisiik olma
egilimi gosterse de asparajin, glutamin, prolin ve arjinin bakimindan zengindir [161].
Cesitli hububatlar ve baklagillerle yapilan bir ¢alismada, bugday gluteninin, test edilen
diger proteinlere kiyasla daha yiiksek konsantrasyonda distilfid baglarma ve toplam
sisteine ve en yiiksek antioksidatif kapasiteye sahip oldugu gosterilmistir [162]. Gluten,
yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir ve sadece firmncilik sektdriinde degil ayni
zamanda ana bilesen olarak soya sosu, hidrolize bugday proteinleri, bugday kepegi
hidrolizati, bugday protein izolati, bugday nisastasi, glikoz suruplari, bugday
maltodekstrin, sorbitol, laktitol, maltitol, karamel, B-glukan, alkol/etanol, sirke, bugday
tohumu yagi, ilaglar vb. pek c¢ok alanda da [163] kullanim potansiyeli vardir. Bu
sebeplerden glutenin fenolik bilesikler ile modifikasyonunun olasi sonuglarinin gida
endiistrisi i¢in degerlendirilebilir olacag: diisiiniilerek tez kapsaminda gluten proteininin

kullanimina karar verilmistir.

Yesil cay ile yapilmig farkli calismalarda yesil cay ekstraktindaki katesin miktarinin
0,17 — 0,29 mmol toplam katesin/g ekstrakt araliginda degistigi goriilmiistiir [164, 165].
Bu sebeple proteinlerin reaktif yan zincirlere sahip amino asit miktarlari
degerlendirilerek; kazein ve ovalbumin proteinleri i¢in %2 yesil ¢ay ekstraktli ¢cozelti ile

gluten ise %1 yesil cay ekstraktli ¢ozelti ile muamele edilmistir.

3.1. Yesil Cay Ekstrakti ile Modifikasyonun Proteinler Uzerindeki Etkisinin
Incelenmesi

3.1.1. Modifikasyonun Protein Yapis1 Uzerine Etkisi

Kazein, ovalbumin ve gluten proteinleri pH 8, 10 ve 12°de 30, 60, 120 dakika boyunca
25 ve 50°C’de YCE ile etkilestirilerek modifiye edilmistir. Protein modifikasyonunun
dogrulanmast amaciyla Orneklerde enzimatik hidroliz sonrasinda amino asit analizi
yapilmustir. Protein-fenol interaksiyonu ile olusan kovalent bagin kirilmasi istenmedigi
icin enzimatik hidroliz gerceklestirilmistir. Sekil 3.1°de modifiye kazein, Sekil 3.2°de
modifiye ovalbumin ve Sekil 3.3’de modifiye gluten proteinindeki lizin miktarlarinin

kontrol drneklerine gore yiizde azalis oranlar1 verilmistir.
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KN Kontrol

m lizin
%100
(a)
pH 8 pH 10 pH 12

%6

%353 '
m lizin m lizin m lizin
%69

(b) (c) (d)

Sekil 3.1 (a) Modifiye edilmemis KN (kontrol) , (b) pH 8’de, (c) pH 10°’da, (d) pH
12°de YCE ile modifiye edilen KN i¢in % lizin miktarlar

OVA Kontrol

m lizin
(a)
pHS pH 10 706 pH 12
,% s, mlizin = lizin vsy mlizin
(b) () (d)

Sekil 3.2 (a) Modifiye edilmemis OVA (kontrol), (b) pH 8’de, (c¢) pH 10°da, (d)
pH 12’de YCE ile modifiye edilen OVA i¢in % lizin miktarlar
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GLU Kontrol

H lizin
%100
(a)
pH 8 pH 10 pH12
%29
m lizin . m lizin m lizin
%71 %100
(b) (©) (d)

Sekil 3.3 (a) Modifiye edilmemis GLU (kontrol), (b) pH 8’de, (c¢) pH 10’da, (d) pH
12°de YCE ile modifiye edilen GLU i¢in % lizin miktarlar

Modifiye olmamig KN lizin icerigi %100 kabul edildiginde, modifikasyon sonrasinda
modifiye KN lizin miktarlariin; pH 8’de %47, pH 10°da %94 ve pH 12’de %31
oraninda azaldig1 goriilmektedir. Benzer sekilde, modifiye olmamis OVA lizin igerigi
%100 kabul edildiginde, modifikasyon sonrasinda modifiye OVA lizin igerikleri; pH
8’de %43, pH 10’da %94 ve pH 12’de %48 oraninda azalmistir. Bunlara ek olarak,
modifiye olmamig GLU lizin igerigi %100 kabul edildiginde, modifikasyon sonrasinda
modifiye GLU lizin miktarlari; pH 8’de %29, pH 10°da %71 ve pH 12’de %0 oraninda

azalmstir.
Lizinin yani sira, modifikasyon sonrasinda reaktif yan zincire sahip amino asitler

histidin, arjinin, triptofan miktarlar1 da incelenmistir. Tablo 3.2, Tablo 3.3 ve Tablo

3.4’de bu amino asitlerin yiizde azalis degerleri verilmistir.
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Tablo 3.2 Kontrol ve modifiye KN o6rneklerinde histidin, arjinin ve triptofan icin
ylizde azalig miktarlar

Reaktif amino asit miktarindaki azahs (%)

pH 8 pH 10 pH 12
Histidin %61 %35 %0
Arjinin %86 %29 %81
Triptofan %61 %10 %12

Tablo 3.3 Kontrol ve modifiye OVA 6rneklerinde histidin, arjinin ve triptofan icin
ylizde azalig miktarlar

Reaktif amino asit miktarindaki azahs (%)

pH 8 pH 10 pH 12
Histidin %33 %0 %48
Arjinin %61 %0 %80
Triptofan %51 %10 %21

Tablo 3.4 Kontrol ve modifiye GLU 6rneklerinde histidin, arjinin ve triptofan icin
ylizde azalig miktarlar

Reaktif amino asit miktarindaki azahs (%)

pH 8 pH 10 pH 12
Histidin %64 %0 %8
Arjinin %0 %0 %25
Triptofan %75 %0 %4

Histidin, Arjinin ve Triptofan icin azalis degerleri pH 10’a kiyasla pH 8 ve pH 12’de
oldukca fazladir. OVA i¢in pH 12’°de reaktif yan zincire sahip amino asitlerin azaliginin
pH 8’e kiyasla genel anlamda daha fazla oldugu, KN ve GLU i¢inse pH 8’deki reaktif
yan zincire sahip amino asitlerdeki azalisin pH 12’ye kiyasla daha fazla oldugu
goriilmektedir.

Proteinlerin reaksiyonlarini etkileyen faktorler arasinda yer alan pH, reaktif ve reaktif
olmayan iyonlagma durumlari arasindaki reaktif yan zincirlerin dagilimini kontrol ettigi
icin oldukc¢a 6nemlidir [166]. Proteinlerdeki tiim iyonlasabilir gruplarin pKa degerleri
serbest amino asitlerden farklidir. Proteinlerin pKa degerleri ile serbest amino asitlerin

pKa degerlerinin farkli olmasi, proteinlerdeki bu gruplarin degistirilmis elektronik ve
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dielektrik ortamlariyla ilgilidir. [8] pKai degeri COO™ ve COOH konsantrasyonlarinin
esit oldugu pH olarak bilinir ve ortam pH’s1 pKa; degerinin altindaysa amino asidin
karboksil grubu pozitif yiiklenir. Benzer sekilde, [NH3"] = [NH2] oldugu durumda pH
degeri pKax degerine esit olur [7]. pKas degeri ise protein yan zincirindeki gruplarin
iyonlasabildigi degeri ifade eder ve pH’nin pKas degerinin {izerinde oldugu durumda
yan zincirler negatif yiiklenirler. Lizin i¢in pKas degeri 10,53 ve izoelektrik noktas1 (pl)
9,74°tlir. Arjinin pKas degeri 12,48 ve pl 10,76°dir. Histidinin pKa; degeri 6,0 ve pl
degeri 7,59 ve triptofanin pl degeri 5,89°dur. Ayrica amino asitlerin izoelektrik
noktalarimin tlizerindeki pH degerlerinde negatif yiiklendigi bilinmektedir. Tez
kapsaminda incelenen amino asitlerin pKas degerleri genel olarak 9-10 arasindadir ve
modifikasyon i¢in uygulanan muamele kosullar1 pl degerlerinin iizerindedir. Alkali
ortam kosullar1 ile negatif yliklenen amino asidin pozitif yiikli elektrofilik kinon
molekiilii ile daha fazla bag yapmasi beklenmektedir. Buradan hareketle ortam pHsi,
reaktif amino asitlerin pKa3 degerleri ve baglanma yiizdeleri arasinda net bir korelasyon
goriilememistir. Buna sebep olarak, kullanilan proteinlerin ve yesil ¢ayin ¢ok kompleks
ve biiylik molekiiller olmasinin reaktif amino asitlerin farkli alkali kosullardaki
davranigin1 degerlendirmeyi zorlastirdig1 sdylenebilir. Ancak elde edilen sonuglar net
olarak gostermektedir ki, lizin pH 10°da diger amino asitlere kiyasla okside fenolik

bilesik ile daha yiiksek verimle reaksiyona girmektedir.

Fenolik bilesiklerin alkali kosullarda fenolat iyonlarma doniistiigii ve ardindan kinon
olusumunun gerceklestigi bir gercektir [89]. Bir calismada, fenolik bilesikler once
bugday kepegi matrisinin yiizeyinde bulunan serbest amino gruplarina baglanarak alkali
kosullar altinda kinon formlarina oksitlenmislerdir ve daha sonra ¢oziiniir fenolik
bilesiklerin bugday kepegi yiizeyinde polimerlesmeye devam ettigi gortilmustiir [167].
Benzer sekilde, bizim ¢alismamizda, oksitlenmis fenolik bilesiklerin, lizin, metiyonin,
sistein, triptofan ve arjinin gibi niikleofiller tarafindan kolaylikla saldirtya
ugrayabilecegi yapilan amino asit analizi ile dogrulanmistir. Proteinlerin alkali
kosullarda YCE ile muamelesi esnasinda gerceklesen reaksiyon i¢in Onerilen

mekanizma Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4 Yesil cay fenolik bilesikleri ile proteinlerin lizin kalintilar1 arasindaki
reaksiyon i¢in 6nerilen mekanizma [168]

Alkali kosullar altinda okside olan fenolik bilesiklerin proteinlerin reaktif yan
zincirlerine kovalent olarak eklenmesi yiiklii gruplarin kaybina neden olmustur. Reaktif
lizin kalintilarindaki azalmanin muhtemel sonuglarindan biri olan glikasyon

potansiyelindeki degisim de tez kapsaminda incelenecektir.

3.1.2. Modifikasyonun Antioksidan Kapasite Uzerine Etkisi

Protein modifikasyonu enzimatik hidroliz gergeklestirildikten sonra yapilan amino asit
analizi ile dogrulanmistir. Modifikasyonun antioksidan aktivite iizerindeki etkisinin
incelenmesi  i¢cin  modifiye  proteinlerde  antioksidan  kapasite  Olciimleri
gergeklestirilmistir. KN, OVA ve GLU proteinlerinin farkli pH’larda antioksidan
kapasitelerindeki degisim, Sekil 3.5’de gosterilmistir. Genel olarak TAK sonuglari
gostermigstir ki, modifiye protein Srneklerinin TAK degerleri, kontrol 6rneklerinden

anlaml1 derecede yiiksektir (p<0,05).

Ortamda yesil cay olmadigi kosullarda muamele edilmis KN (KN kontrol)
proteinlerinde gergeklestirilen TAK analizi sonuglarma (11,5+1,0 mmol TE.kg') gore,
kontrol o6rnekleri modifikasyon kosullarindan etkilenmezken yesil cayla muamele
sonrasinda pH 8’de TAK 209,8+31,6 mmol TE.kg!, pH 10°da 440,1+40,7 mmol TE.kg!
ve pH 12’de 181,2+8,8 mmol TE.kg!‘a yiikselmistir. Modifiye KN 6rnekleri
incelendiginde, YCE ile pH 8, 10 ve 12°de gergeklestirilen muamele sonucunda TAK
degerlerinde anlamli bir artig goriilmiistiir (p<0,05). pH 8’de sicaklig1 arttirmanin TAK
izerine etkisi olmazken (p>0,05), siireyi uzatmak TAK’da anlaml bir fark yaratmistir
(p<0,05). Sicaklik ve siireyi arttirmanin pH 10 ve pH 12°de gerceklestirilen muamele
sonucundaki TAK degerlerinde anlamli bir etkisi goriilmemistir (p>0,05). En yiiksek
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TAK degeri pH 10°da gerceklestirilen reaksiyonlar sonucunda

proteinlerde goriilmiistiir.

elde edilen modifiye

TAC, mmol TE/ kg modifiye KN
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TAC, mmol TE/ kg modifiye
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TAC, mmol TE/ kg modifiye
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Sekil 3.5

(c)

pH 8, pH 10 ve pH 12’de 25 ve 50°C’de modifiye edilen (a) KN, (b)
OVA, (c) GLU proteinlerinin antioksidan kapasitelerinin reaksiyon
siiresince degisimi (sonuglar ortalama n=37 +standart sapma olarak

verilmektedir)
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Benzer sonuglar OVA ve GLU o6rnekleri i¢in de gozlenmistir. OVA 6rnekleri ortamda
yesil cay olmadigi kosullarda muamele edilmis (OVA kontrol) ve TAK analizleri
gergeklestirilmistir. Ancak, OVA baslangi¢ 6rnegi TAK degeri 88,9+2,2 mmol TE.kg!
olarak gozlenmigken farkli pH, sicaklik ve siirelerde muamele edildikten sonra TAK
degerinin daha diisiikk oldugu goriilmiistiir. Yesil cayla muamele sonrasinda TAK
sonuglar1 pH 8’de 179,94+6,9 mmol TE.kg', pH 10’da 568,4+38,3 mmol TE.kg! ve pH
12°de 435,2+35,1 mmol TE kg' olmustur.

Genel olarak proteinler, oksidatif modifikasyona duyarli bir¢ok reaktif bolgeye sahiptir.
Proteinlerin antioksidan 06zelligi ilk Once amino asit bilesimleri ve ikinci olarak
konumlandirmalart ile iliskilidir. Bu nedenle antioksidan etkiye sahip amino asitlerin
lokalizasyonu ve fiziksel erisilebilirligi onemlidir [162]. Amino asitler, esas olarak
stilthidril gruplarinin (sistein ve metiyonin) indirgen etkisi veya aromatik kalintilarin
elektron eksikligi olan radikallere (triptofan, tirozin ve fenilalanin) proton bagisi ile
antioksidanlar olarak islev gorebilir. Tiyol gruplari, aromatik yan zincirler (triptofan,
tirozin ve fenil alanin) ve histidindeki imidazol halkasinin varlig1 antioksidan 6zellikler
icin 6nemli yapisal ozellikler olarak kabul edilir [169]. Ovalbumin, tek bir disiilfit bagi
olan 6 sistein kalintis1 iceren ve serbest —SH (tiyol) gruplarina sahip tek yumurta aki
proteinidir [170]. Tiyol gruplarinin varligi, redoks diizenlenmesinde ve baglayici metal
iyonlarinda rol oynama yetenegi saglar ve bu nedenle antioksidan 6zellik gosterir [171-
173]. Farkli alkali kosullar altinda gergeklesen reaksiyonlar sirasinda ovalbumindeki
tiyol gruplar1 oksidasyona ugramistir. Yesil cay olmadan farkli kosullarda muamele
edilen OVA antioksidan kapasitesinde baglangica gore gdzlenen azalis tiyol gruplarinin

oksidasyona ugramasi sebebiyle goriilmektedir.

Benzer sekilde GLU ornekleri de ortamda yesil ¢ay olmadan modifikasyon kosullarinda
muamele edilmis (GLU kontrol) ve TAK analizleri gerceklestirilmistir. GLU kontrol
orneklerinin TAK sonuglarina gére muamele edilmeden énce TAK degeri 110,3+0,33
mmol TE.kg! iken, pH 8 ve pH 10’da farkli sicaklik ve siirelerde reaksiyon ile
antioksidan kapasitelerinde diisiis gerceklesmistir. Yesil ¢ayla muamele sonrasinda ise
TAK sonuglar1 pH 8’de 187,84+6,7 mmol TE.kg!, pH 10’da 664,3+52,9 mmol TE.kg! ve
pH 12°de 408,5+9,6 mmol TE.kg' olmustur.

48



Protein yapisi, molekiiler agirlig1 ve amino asit sekanslar1 antioksidan kapasitesini gii¢lii
bir sekilde etkileyebilir. Bir c¢aligmada, yapisal molekiil biitiinliigliniin proteinlerin
antioksidan etkisi i¢in en 6nemli konu oldugu belirtilmistir. Amino asit kalintilarinin
erisilebilirligini degistiren herhangi bir degisiklik antioksidan aktiviteyi artirabilir [174].
Karmagik bir protein olan bugday gluteninin, test edilen diger hububat proteinlere
kiyasla en yiiksek disiilfid baglar1 ve toplam sistein konsantrasyonuna ve ayni zamanda
en yiiksek ABTS radikal temizleme etkinligine sahip oldugu gosterilmistir [162]. Sistein
kalintilar1, ¢esitli reaktif oksijen tiirleri tarafindan oksidasyon ic¢in kolay hedeflerdir.
Sistein kalintilarinin proteinlerde geri doniisiimlii redoks anahtarlari olarak islev
gorebilmesi, bu amino asidin benzersiz redoks kimyasina dayanir [175]. Gluten
proteininde sistein amino asiti mindr (%2) [176] olmasina ragmen, sistein protein iginde
zincirler arasi disiilfid baglar1 veya proteinler arasinda zincirler arasi disiilfid baglari
olusturur [163]. Disiilfid baglarinin proteinlerde 6ncelikle yapisal bir rolii oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, redoks merkezleri olarak hizmet etme kapasiteleri de
mevcuttur [177]. Farkli proteinlerle yapilan bir ¢alismada, proteinin kisa bir siire
1isitilmasinin; proteinin kismi denatiirasyonuna, protein zincirlerinin agilmasina ve
reaktif kalintilarin serbest kalmasina neden olurken bunun yani sira bir proteinin
yapisindan hidrojen ve disiilfid baglar1 ve onlarin serbest radikallerle reaksiyonlarini ve
transferini tesvik eden ¢ok etkili bir faktor oldugu gosterilmistir [162]. Test edilen
proteinlerin antioksidan kapasitesiteleri; disiilfid (S—S) baglar1 ve toplam sistein
konsantrasyonlari ile pozitif, serbest tiyol (—SH) gruplarinin konsantrasyonu ile negatif
korelasyon gosterdigi goriilmiistiir [162]. Bu agidan, S—S baglarinin konsantrasyonunun
antioksidan kapasite ile iligkili oldugu soOylenebilir. En yiiksek disiilfid baglar
konsantrasyonuna sahip oldugu bilinen glutenin alkali ortamda denatiire olarak bag
konsantrasyonunda meydana gelecek azalma GLU kontrol 6rneklerindeki antioksidan

kapasitedeki azalmay1 agiklayabilir.

Modifiye OVA ornekleri incelendiginde, YCE ile pH 8, 10 ve 12’de gerceklestirilen
muamele sonucunda TAK degerlerinde anlamli bir artig goriilmiistiir (p<<0,05) ve en
yiiksek TAK degeri pH 10°da gergeklestirilen reaksiyonlar sonucunda elde edilen
modifiye proteinlerde goriilmiistiir. OVA’nin YCE ile muamelesinde pH 8, 10 ve 12°de

sicaklik ve siireyi uzatmak TAK degerleri icin istatistiksel bir fark yaratmamistir.
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Modifiye GLU o6rneklerinde de benzer sekilde YCE ile gergeklestirilen muamele
sonucunda TAK degerlerinde anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,05). pH 8’de sicaklik
ve siireyi uzatmak TAK degerlerinde anlamli bir fark yaratmamistir. pH 10°da sicakligi
arttirmak ilk 30 dakika i¢inde TAK degerinde anlamli bir artisa sebep olurken (p<0,05),
30. dakikadan sonra sicaklik ve siireyi arttrmanin bir etkisi olmamistir (p>0,05). pH

12°de ise siireyi uzatmak TAK degerlerinde anlamli bir artisa sebep olmustur.

Alkali kosullar altinda kinon formuna okside olan fenolik bilesikler ile kompleks
olusturarak elde edilen modifiye proteinlerin antioksidan kapasitesindeki en yiiksek
artig, li¢ protein icin de pH 10’da muamele edilen 6rneklerde gozlenmistir. pH 8’de
TAK degerlerinin en az olusu; kinon olusumunun daha yavas gerceklesmesi ve/veya
lizin, sistein, arjinin, histidin, triptofan gibi kalintilarin kinon halkasina daha yavas
baglanmasindan kaynaklanmis olabilir. Benzer bir sekilde tirozinazla pH 7°de ve pH
10°’da gerceklestirilen bir ¢alismada reaksiyon sonucunda pH artisiyla reaktif lizin
kalintilarinin kaybinin arttig1 goriilmiistiir [57, 89]. Katesinlerin oto-oksidasyonlarinin
incelendigi bir ¢alismada, kullanilan tiim katesinlerin oto-oksidasyonunun pH ile arttig1
goriilmiistiir. pH ile oto-oksidasyonun artmasi proteinlerin reaktif kalintilarina baglanma
oranini arttiracak ve baglanma miktarindaki artisa paralel olarak antioksidan aktivite
degerlerinde artig goriilmesi beklenmektedir. Zayif bazik kosullar altinda B halkasi
tizerinden okside olan katesinlerin, gii¢lii bazik ¢ozeltilerde reaksiyon hizlarmin biiyiik
olglide arttig1 ve C halkas1 tizerindeki gallat ikame edicilerinin de oksitlendigi ifade
edilmistir [178]. pH 12’deki antioksidan kapasite artist pH 10’na gdre nisbeten daha
azdir. Reaktif amino asitlerin pKas degerleri genel olarak 9-10 arasinda degismekte ve
bu degerlerin iizerinde baglanmanin daha fazla olmasi ve buna bagli olarak antioksidan
kapasitede daha fazla artis goriilmesi beklenmektedir. Fakat pH 12’deki antioksidan
kapasite artis1t pH 10°na gore nispeten daha azdir. Bu durum fenolik bilesiklerin yiiksek
alkali kosullarda baglanma afinitelerinin degismesi ile iliskilendirilebilir. Bir ¢alismada,
yiiksek asidik ve bazik kosullarin (pH 2 ve pH 12) fenollerin baglanma afinitesini
etkileyebilecegi ve hidroliz sonucu bagli fenolik asitlerin kaybindan dolay1 bdyle

yiiksek pH kosullarinin baglanma {izerinde daha az etkili olacag: ifade edilmistir [167].

Sicaklik, oksidasyon reaksiyonlarini etkileyen temel faktorlerden biridir ve sicaklik

artis1 ile birlikte fenoksi radikallerin olusumunun artmasi beklenmektedir.
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Ancak sicaklik ve silireyi uzatmak proteine okside fenolik bilesigin baglanmasi
noktasinda alkali pH ile muamele kadar etkili goriilmemistir. Yapilan bir calismada, pH
10°da sicaklik artiginin lizin kaybini oda sicakliginda %27, 40°C’de %40 ve 60°C’de
%55’e varan sekilde biiylik Olclide arttirdignr gozlemlemistir [57, 89]. Bagka bir
caligmada, bugday kepegi ve yesil ¢ay infiizyonu ile yapilan reaksiyonlarda farkli
sicaklik ve siirelerin etkisi incelenmis [167] ve sicakligin 25°C’den 50°C*ye ¢ikarilmasi
antioksidan kapasitede 1,96 kat, siirenin 30 dakikadan 60 dakikaya uzatilmasi da 1,49
kat artisa sebep olmustur. Reaksiyon sicakligi ile beraber reaksiyon siiresinin lizin kaybi
tizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢aligmada ise, lizin kaybimin biiylik kisminin
reaksiyon siiresindeki ilk 30 dakika igerisinde gerceklestigi, 30 dakikadan sonra 180
dakika boyunca devam eden reaksiyon siiresinin lizin miktarinda anlamli bir fark

yaratmadig1 goriilmistiir [57, 89].

3.1.3. Modifikasyonun Glikasyon Uzerine Etkisi

Protein modifikasyonu sonrasinda lizin ve reaktif amino asitlerde azalma, antioksidan
kapasite sonuglarinda ise anlamli bir artis goriilmiistiir. Modifikasyonun, glikasyon
potansiyeli iizerine etkilerinin incelenmesi i¢in furozin ve karboksimetillizin (CML)
analizleri gercgeklestirilmistir. Oksitlenmis fenollerin proteinlere baglanmasi, mevcut
glikasyon bolgelerinin bozulmasina yol agabilir, bu da glukoz ile 1sitma sirasinda
furozin ve CML olusumunda azalmaya neden olabilir.

Bu caligmada, fenolce zengin bir kaynak olan YCE ile proteinin primer yapisinin
modifikasyonunun gerceklestirilmesinin proteinlerin glikasyon potansiyeli iizerine
etkileri incelenmistir. Bu amagla antioksidan kapasite sonuglart ve amino asit analizi
dikkate alinarak baglanmanin en fazla oldugu pH 10 ve baglanmanin en az oldugu pH
8’de 50°C 120 dakika boyunca modifiye edilen proteinler alinmistir. KN ve OVA
model sistemleri, 1 ile 100 umol glukoz.mL™! arasinda degisen konsantrasyonlarda
glukoz ile KN ve OVA’dan olugmaktadir. Bunun yaninda GLU ve 1 ile 100 pmol
glukoz.mL! arasinda degisen konsantrasyonlarda glukoz ile hazirlanan model sistemler
de 100°C’de 15 dakika boyunca yag banyosunda isitilmiglardir. Farkli protein-glukoz

model sistemlerinde furozin ve CML olusumu izlenmistir.
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KN proteininin 100°C ‘de 15 dakika boyunca farkli konsantrasyonlardaki
glukoz ile 1s1tilmast siiresince olusan FUROZIN ve CML (mmol/g 6rnek)
miktarlarindaki degisim (Sonugclar ortalama n=32 +standart sapma olarak

verilmektedir)

Sekil 3.6 pH 8 ve 10°da muamele edilmis kontrol ve modifiye KN proteinlerinden

olusturulmus model sistemlerde olusan furozin ve CML miktarlarinin (mmol FUR-

CML.g'6rnek) glukoz konsantrasyonuna gore degisimi verilmistir. pH 8’deki sonuglar

incelendiginde, kontrol 6rneklerine (kontrol, pH 8) kiyasla kazeninin YCE ile modifiye

edilmis orneklerinde (modifiye, pH 8) 1sitma sonucunda olusan furozin miktarinin fazla

oldugu goriilmektedir.
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konsantrasyonlarda glukoz ile 1sitildiginda furozin olusumu 6nemli miktarda tesvik
edilmistir. Bu durum kazein misel yapisiyla iliskilendirilebilir. Kazein misellerinin
yapisinin serbest oldugu ve yiiksek pH’da ayristigr ifade edilmistir [179]. Kazein misel
boyutunun pH>8 ve pH<S5 oldugu durumlarda dissosiye oldugu, pH 8’e¢ kadar notr
pH’ya kiyasla misel boyutunun arttigi belirtilmistir [180]. Benzer bir ¢alismada da,
kazein misellerinin biiyiikliigii pH 7,0 ve 7,5'da artti1, daha sonra pH 8,5'in lizerinde
diismeye bagladigi, 8,5'in altindaki pH degerlerinde kazein misellerinin sistigi, yiiksek
pH'nin ayrigmalarina neden oldugu diisiiniilmektedir [181]. Yani bu durum pH 10°da
gerceklestirilen modifikasyon sirasinda KN misellerinin dissosiye olmasina ve ylizeye
bakan lizin sayilarinin artmasina neden olmus olabilir.

Diger yandan, yesil ¢ay ile modifiye edilmis KN (modifiye, pH 10, furozin) kontrol
orneklere (kontrol, pH 10, furozin) kiyasla anlamli derecede az furozin olusturmustur.
Isitma sonucunda, pH 10°da muamele edilen kontrol KN ve 20 pmol glukoz.mL! ile
hazirlanan model sistemde olusan furozin miktar1 0,085 mmol FUR.g'6rnek iken
modifiye KN ile hazirlanan model sistemde olusan furozin miktar1 0,015 mmol FUR.g"
'ornek’tir. Bu sonug fenolik bilesikler ile pH 10°da gergeklestirilen modifikasyon
sonucunda furozin olusumunun %82,4 oraninda azaldigim1 gostermektedir. 100 pmol
glukoz.mL-!ile kontrol KN &rneklerinden hazirlanan model sistemlerde furozin olusum
miktar1 0,080 mmol FUR.g'6rnek iken modifiye KN ile hazirlanan sistemde 0,045
mmol FUR.g'6rnek’tir. Bu da pH 10’da gergeklestirilen modifikasyonun 100 pmol
glukoz.mL! ile reaksiyonda furozin olusumunda %44 oraninda bir azalma yarattigini
gostermektedir. Sonug¢ olarak, pH 10°da gerceklestirilen modifikasyon sonucu elde
edilen modifiye KN glikasyon sonuclari, YCE ile muamelenin furozin miktarinda

anlamli seviyede azalisa sebep oldugu sdylenebilir (p<0,05).

Benzer sekilde pH 8’de muamele edilen KN kontrol 6rnegi ve 1umol glukoz.mL! ile
hazirlanan model sistem, 1sitma sonucunda modifiye KN ile hazirlanmis model sisteme
kiyasla daha az furozin olusturmustur. pH 8’de modifiye olmus KN’in lizin i¢eriginin
kontrol 6rnegine gore azaldig1 yapilan amino asit analizi ile goriilmiistiir. Aynm sekilde
modifiye KN TAK degerlerinde kontrol KN’e gore artig goriilmiistiir. Bu sonuglar ile
birlikte furozin olusumunun azalmasi beklenen bir durumdur. Ancak, ayni modifiye
proteinlere daha fazla glukoz ilave edilerek 1sitildiginda, modifiye proteinlerde furozin

olusumunda kontrole kiyasla anlaml1 bir fark gortilmemistir.
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OVA proteininin 100°C  ‘de 15 dakika boyunca farkli
konsantrasyonlardaki glukoz ile 1sitilmast siiresince olusan FUROZIN ve
CML (mmol/g 6rnek) miktarlarindaki degisim (Sonuglar ortalama n=32
+standart sapma olarak verilmektedir)

Sekil 3.7°de pH 8 ve pH 10’da YCE olmadan gergeklestirilen modifikasyon
kosullarinda muamele edilmis OVA (kontrol, pH 8 ve kontrol, pH 10) ile YCE ile
muamele edilen OVA (modifiye, pH 8 ve modifiye, pH 10) ile hazirlanmis model
sistemlerde olusan furozin ve CML miktarlarinin (mmol FUR-CML.g"! 6rnek) glukoz
konsantrasyonuna gore degisimi verilmistir. pH 8 icin kontrol OVA ile 20 pumol

glukoz.mL! ile yapilan 1sitma sonucunda olusan furozin miktari 0,055 mmol FUR.g!
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ornek iken ayni kosullarda YCE ile modifiye edilen OVA 0Orneginde olusan furozin
miktar1 0,023 mmol FUR.g' 6rnek olarak bulunmustur. Bu sonuglar pH 8’de
gerceklestirilen modifikasyon sonucunda furozin miktarinda %58’lik bir azalisa karsilik
gelmektedir.

Benzer sekilde, baglanmanin en yiiksek oldugu kosullar olan pH 10 i¢in kontrol OVA
ve 20 umol glukoz.mL"! ile hazirlanan model sistemde 1sitma sonucunda olusan furozin
miktar1 0,029 mmol FUR.g! 6rnek iken ayni kosullarda YCE ile modifiye edilen OVA
sisteminde olusan furozin miktar1 0,012 mmol FUR.g! ornek olarak tespit edilmistir.
Bu da pH 10’da gerceklestirilen modifikasyon ile olusan furozin miktarinda %58,6’lik
bir azalmaya karsilik gelmektedir. Benzer sonuglar, pH 10’da muamele edilen OVA ve
100 umol glukoz.mL™! ile hazirlanan 6rneklerde de gozlenmistir. pH 10 kosullarinda
modifikasyon, 1sitma sonucunda olusan furozin miktarinda %78,9’luk bir azalma

saglamigtir.
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konsantrasyonlardaki glukoz ile 1sitilmast siiresince olusan FUROZIN ve
CML (mmol/g 6rnek) miktarlarindaki degisim (Sonuglar ortalama n=32
+standart sapma olarak verilmektedir)

Sekil 3.8’de pH 8 ve pH 10’da YCE varliginda muamele edilmis GLU (modifiye, pH 8

ve modifiye pH 10) ve YCE olmadan muamele edilen GLU (kontrol, pH 8 ve kontrol,

pH 10) ile hazirlanan model sistemlerde olusan furozin ve CML miktarlarinin (mmol

FUR-CML.g"! 6rnek) glukoz konsantrasyonuna gore degisimleri verilmistir. pH 8’de 5

umol glukoz.mL™! ile yapilan 1sitma sonucunda kontrol drnekte olusan furozin miktari

0,0059 mmol FUR.g! 6rnek iken modifiye GLU 6rneginde bu miktar 0,0022 mmol
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FUR.g! ornek olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak, pH 8’de gergeklestirilen
modifikasyon sonucunda furozin miktarinda %62,7’lik bir azalis meydana gelmistir.

pH 10°da da benzer sonuglar elde edilmistir. 5 umol glukoz.mL! ile hazirlanan model
sistemlerinde 1s1itma sonucunda olusan furozin miktar1, modifiye 6rnekte kontrol drnege
kiyasla %77,5 oraninda azalmistir. Benzer sekilde pH 10°da YCE ile modifiye edilen
ornek ve 100 pmol glukoz.mL'ile hazirlanan model sistemlerde yapilan isitma
sonucunda olusan furozin miktarinda, kontrole oranla %&1,7 oraninda azalma
gozlenmistir.

Sonug olarak, hem pH 8’de hem pH 10’da modifiye olmus proteinlerle gerceklestirilen
glikasyon reaksiyonlarinda, modifiye olmamis orneklere kiyasla YCE ile muamele
edilmis modifiye proteinlerde olusan furozin miktarinin anlaml diizeyde azaldig:
sOylenebilir (p<0,05). YCE ile proteinlerin modifikasyonunun, 1sil islem uygulanan
gidalarda erken glikasyon iiriinlerinin olusumunu sinirlama agisindan potansiyele sahip

oldugu goriilmiistiir.

Fenolik bilesiklerin anti-glikasyon etkilerini gdsteren ¢esitli caligmalar vardir [121, 126,
182-184]. Bu etki cogunlukla fenollerin karbonil yakalama aktivitelerine atfedilmistir
[121, 126]. Fenollerin oto-oksidasyonu, protein molekiiliiniin amin kalintilart ile daha
fazla reaksiyon ile kinon olusumuna ve dolayisiyla daha az glikasyona acik hale
gelmesine yol acar. Bir calismada, yiiksek epikatesin konsantrasyonunun, Maillard
reaksiyonu sirasinda glukoz ile lizinin 1sitilmasi sirasinda gergeklesen ara radikallerin
olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir [183]. Epikatesin kinon formlarinin Maillard
reaksiyonu sirasinda lizin ile reaksiyona girdigi aciklanmistir. Bagka bir calismada ise
glisin ve okside olmus katesin reaksiyonunun glisinin atilmasi yoluyla gidalardaki
Maillard reaksiyonuna miidahale ettigi ve ¢esitli Maillard reaksiyonu iiriinlerinin
olusumuna yol actig1 gosterilmistir [182]. Fenolik bilesiklerin bu reaksiyonu, alkali
kosullarda ve oksitleyici ortamda elveriglidir. Yapilan bir ¢alismada, fenolik bilesiklerin
ilgili kinonlara kolayca oksitlenebilecegi, uygun pH kosullarinda fenolik bilesiklerin
lizozime kovalent eklenmesi ile modifiye edildigi gosterilmistir [185]. Oksitlenmis
fenolik bilesik formu, reaktif protein kalintilar1 ile reaksiyona girerek furozin
olusumunda azalmaya neden olabilir. Yapilan bagka calismalarda sadece erken
glikasyon tiriinlerinin degil ayn1 zamanda ileri glikasyon iiriinlerinin inhibe edilebilecegi
de gozlenmistir. Proteinlerle fenollerin pH 12’de 60°C’de 1 veya 16 saat boyunca

muamele edildigi benzer bir model sistem hazirlanmistir. Soya izoflavon bakimindan
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zengin ekstrakt kullanilarak yapilan ¢alismada erken Maillard reaksiyon firiinlerinin
olusumunu ve ayrica reaksiyonun ileri agamaya gitmesini 6nemli 6l¢iide azalttigi
gosterilmistir [137]. Erken Maillard reaksiyon iiriinlerinin olusumunun izoflavonlarin
aktif glikasyon bolgesine konjligasyonu ile inhibe edilebilecegi, AGE olusumunun
dikarbonil ara maddelerinin ve oksijen radikal tiirlerinin yakalanmasiyla modiile
edilebilecegi One siiriilmiistiir [137]. Bir ¢alismada, izomerlestirilmis ve oksitlenmis
klorojenik asit formlarinin, fizyolojik kosullara benzer sartlar altinda sigir serum
alblimin (BSA) proteinine baglanabilecegini ve bu baglamanin BSA'nin antioksidan

kapasitesinde artisa ve AGE'lerin olusumunu inhibe edebilecegini bildirmislerdir [186].

Bu tez kapsaminda yapilan modifikasyon sonucunda proteinlerde furozin ile beraber
ileri glikasyon {irlin belirteci olan CML’de analiz edilmistir. KN, OVA ve GLU igin
hazirlanan model sistemlerin 1sitilmasi sonucunda, YCE ile muamele edilen modifiye
proteinlerde YCE olmadan muamele edilen kontrol orneklerine kiyasla 6l¢iillen CML
miktarlarinda artis gozlemlenmistir. Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de de goriildiigii
gibi bu model sistemlerde, CML olusumunun furozin ile karsilastirildiginda, ¢ok diisiik
miktarlarda oldugu gozlenmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analizler, YCE ile
modifiye edilmis proteinler ve kontrol proteinlerle hazirlanan model sistemlerde olusan

CML miktarlar1 arasinda anlamli bir fark olmadigin1 géstermistir (p>0,05).

Modifikasyon sonrasinda CML olusumunda beklenen azalmanin olmamasi, olusan
fruktozillizinin fenol varliginda CML’e oksidasyonunun tetiklenebilecegini
diisiindirmektedir. Bu nedenle YCE’nin CML olusumu iizerine olasi pro-oksidan
davraniginin izlenmesi de amaglanmistir. Bunun icin katesin ve OVA’dan olusan model
sistemler hazirlanmistir. 9%0,1 ile 2 arasinda degisen konsantrasyonlarda katesin, OVA
ve 20 umol glukoz.mL™! ile hazirlanan model sistemler 100°C ‘de 15 dakika boyunca
isitilmistir. Isitma sonrasinda furozin ve CML analizleri gerceklestirilmistir. Sekil
3.9’da farkli katesin konsantrasyonlarinda isitilan OVA-glukoz model sistemlerinde
olusan furozin ve CML miktarlarindaki degisim verilmistir. Sekil 3.9 (a)’da, katesin
konsantrasyonunundaki artis ile furozin olusumunda azalma oldugu goriilmektedir.
Sekil 3.9 (b)’de ise CML olusumu ile katesin konsantrasyonu arasinda bir iliski

olmadig goriilmektedir.
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Sekil 3.9 Farkli katesin konsantrasyonlar1 eklenerek 100°C ‘de 15 dakika boyunca
isitilan  ovalbuminin FUR (a) ve CML (b) miktarlarindaki degisim
(sonuglar ortalama n=10 +standart sapma olarak verilmektedir)

CML gelismis bir glikasyon son {iriiniidiir ve daha 6nce aciklandigi gibi iki yoldan
olusabilir. Erken glikasyon tiriinii N-g-fruktozillizin, CML olusturmak i¢in oksidasyona
gidebilir veya ara glukoz (glikoksal) iiriinleri dogrudan lizine baglanarak CML
olusturabilir. Bu model sistemlerde olusan CML miktarlar1 dikkate alindiginda, deney
kosullarimizda baskin CML olusum yolunun, YCE’da yer alan katesinlerin oksidasyon
reaksiyonlarin1  Onleyerek glioksalin lizine dogrudan baglanmasi iizerinden degil,

furozinin oksidasyonu yoluyla oldugu disiiniilmektedir. Ancak katesin-OVA glukoz ile
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hazirlanan model sistemlerde gerceklesen protein-fenol kompleksi olusumunun, CML

olusumu tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Fenolik bilesiklerin glikasyon iizerindeki etkileri hakkinda celiskili sonuglar vardir; bazi
arastirmacilar fenolik bilesiklerin glikasyonu arttigini bildirmislerdir. Bir arastirmada,
fenolik bilesiklerin varliginda ve yoklugunda CML seviyesi Olcililmiistiir ve sonug
olarak bir¢ok bilesik CML olusumunu 6nemli 6l¢iide inhibe ederken, epikatesin, gallik
asit gibi bilesiklerin CML olusumunu arttirdigi gézlenmistir. Epikatesinin glikasyonu
hem inhibe edebilecegi hem de arttirabilecegi belirtilirken, ayni1 karakteristik yapiya,
yani bir katesol grubuna sahip olan bilesiklerin arttirict etki yarattig1 bildirilmistir [187].
Benzer bir ¢alismada, fenolik bilesiklerin icerdigi katesol grubunun, katesol yapisinin
oto-oksidasyonu sirasinda hidrojen peroksit iirettigi, daha sonra hidrojen peroksitin
hidroksil radikallerini iiretebilecegi ve son olarak hidroksi radikallerinin ve Amadori
iirinlerinin reaksiyonlar1 ile CML iiretilebilecegi aciklanmistir [188]. Her ne kadar
epikatesin, gallik asit ve 4-metilkatesol arttirict etkilerini yiiksek konsantrasyonda (1
mM) gosterse de, bu bilesiklerin 0.01 mM konsantrasyonunun CML olusumunu
engelledigi belirtilmistir [188]. Bu durum, katesol gruplarinin CML olusumu tizerindeki
etkilerinin konsantrasyonlarina bagli oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle, diisiik
konsantrasyonlarda katesol bilesikleri, yliksek antioksidatif aktiviteleri nedeniyle CML
olusumunu engellemelerine ragmen, yiiksek konsantrasyonlarda katesol bilesikleri,
hidrojen peroksit iireterek CML olusumunu arttirmistir. Bu c¢alismada, kategol
bilesiklerinin asir1 miktarda bulunmasinin CML olusumunu arttirabilecegi ve bunun in
vivo olarak da olumsuz etkileri indiikleyebilecegi ifade edilmistir [188]. Baska bir
caligmada, katesinler gibi fenolik bilesiklerin, otoksidasyon sirasinda kinon veren
katesinlerin hidrojen peroksit Tlrettigi gosterilmis ve katesinlerin CML olusumu
tizerindeki arttirict  etkilerinin  hidrojen peroksit {iiretmeleriyle iliskili oldugu

belirtilmistir [189].

Yapilan analizler sonucu olusan CML miktarlarinin ppb seviyelerinde olustugu
goriilmektedir. Calismamizda olgiilen limit of quantitation (LoQ) degeri 5 ppb olarak
bulunmustur. LoQ degeri analitin sadece giivenilir bir sekilde tespit edilemedigi ayni
zamanda Onyargi ve tutarsizlik i¢in tanimlanmis bazi hedeflerin karsilandigi en diisiik
konsantrasyondur [190]. Calismamizda oOrneklerde olusan CML miktarlarinin LoQ

degerlerine yakin oldugu goriilmektedir. Bu nedenle bu seviyelerde belirsizligin yiiksek
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olmasi, CML olusumunu etkileyen parametrelerin etki seviyesini izlemeyi
zorlagtirmaktadir. Bu raporlar ve ¢alismamiz, katesol kalintilar1 igeren dogal bilesiklerin
CML olusumunu arttirabilecegini ve antioksidanlarin olumsuz yonlerini dnlemek i¢in

fenolik bilesik takviyesinin dikkatle uygulanmasi gerektigini géstermektedir.

3.2. Yesil Cay Ekstrakti ile Modifikasyonun Protein Bazh Gida Ornekleri
Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

Tez kapsaminda yapilan islemler sonucunda elde edilen modifiye proteinin, antioksidan
kapasitesi arttirllmig ve glikasyon potansiyeli sinirlandirilmis olup, fonksiyonel bir
ingrediyen olarak kullanim potansiyeli oldugu goriilmektedir.

Degisen beslenme bi¢imi ve taleplerin degismesi, vegan gidalara yonelimi arttirmis ve
hayvansal protein yerine bitkisel proteinlerin kullanim potansiyelini arttirmistir. Bitki
bazli proteinlerin gida formiillerinde kullanilmasi, daha fazla siirdiiriilebilirlik ve diisiik
iiretim maliyetleri nedeniyle ilgi cekmektedir [191]. Bitki bazli protein iceren gidalarin
lizin igerikleri hayvan bazli protein iceren gidalara kiyasla daha diisiik olsa da [191]
hayvansal gidadan uzaklasma bu gidalara olan talebi arttirmaktadir. Ornegin soya
proteinlerinin lizin igeriginin bugday gluteni gibi tahil proteinlerinin igerigi ile kazein
gibi hayvansal proteinlerin icerigi arasinda oldugu gosterilmistir [192]. Bu durum
bitkisel bazli proteinlerin de hayvansal bazli proteinler kadar kullanim alanini
arttirmaktadir.

Bunlarin yaninda, YCE ile zenginlestirilmis iiriinlerin hazirlanmasi, fenolik bilesik
tiiketimini arttirmak, antioksidan alimini iyilestirmek icin 6nemli bir secenek olabilir.
Bu ylizden tez kapsaminda, gida sektoriinde genis kullanim alani olan ve yiiksek besin
degerine sahip siit ve yumurta ile beraber soya siitii, bugday, cavdar ve yulaf unu
orneklerinin modifiye edilmesine karar verilmistir. Bu ornekler belirlenen optimum

kosullar altinda pH 10°da 50°C’de 120 dakika boyunca YCE ile muamele edilmistir.

3.2.1. Modifikasyonun Protein Bazl Gida Orneklerinde Antioksidan Kapasite
Uzerine Etkisi

Modifiye edilmis protein bazli gida orneklerinde TAK ol¢iimleri gergeklestirilmistir.
Sonuglar, modifiye edilmis protein bazli gida dérneklerinin TAK degerlerinin kontrol
orneklerine gore anlamli derece yiiksek oldugunu gostermistir (p<0,05). Antioksidan

kapasitelerinde kontrole gore yagsiz siitte 18 kat, sekersiz soya siitlinde 13 kat, yumurta
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beyazinda 16 kat, ¢avdar ununda 23 kat, yulaf ununda 18 kat ve bugday ununda 14
katlik bir antioksidan kapasite artis1 goriilmiistiir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10  Protein bazli gida 6rneklerinin pH 10°da 50 -C’de 120 dakika boyunca
YCE ile muamele edilmesi sonucunda TAK degerleri

Bazi ¢alismalarda yesil cay fenolik bilesikleri ile zenginlestirilmis ¢esitli protein bazli
gidalarin antioksidan kapasiteleri 6l¢iilmiis ve duyusal agidan degerlendirilmistir. Tam
bugday unu ile yapilan tava ekmegine yesil ¢ay tozu (YCT) ilavesinin, hamur ve ekmek
kalitesi ve antioksidan aktivite lizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada, farkli
konsantrasyonlar denenmistir. 1,00 g YCT/100 g un ilavesinin tava ekmegi lizerinde
anlamli bir antioksidan kapasite artisina neden oldugu ve oda sicakliginda 8 giinliik
depolama sirasinda peroksit birikimi oraninda 6nemli derecede azaltic1 etki gosterdigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte 3,00 g YCT/100 g un ve daha yiiksek seviyelerde YCT
ilavesinin ekmek kalitesi, hacim ve dokusunun YCT dan olumsuz etkilenmis ve 2,00 g
YCT/100 g un seviyesinin lizerindeki ilavelerde ekmegin antioksidan kapasitesinde

anlamli bir fark goriilmedigi ifade edilmistir [193].

Cavdar ekmeginin YCE ile zenginlestirilerek antioksidan 6zellik ve duyusal profilinin
degerlendirildigi baska bir ¢calismada, 100 g cavdar unu basina %1,1 YCE iceren cavdar
ekmeginin iyi bir katesin kaynagi oldugu ve antioksidan 6zellik agisindan iyi oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte ¢alismada sadece en yiiksek (%1,1) YCE seviyesinde

istenmeyen lezzet algilanmistir. Duyusal ozelliklerde meydana gelen degisiklikler
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nedeniyle, cavdar ekmegine eklenen YCE seviyesinin % 0,8 ile sinirlandirilmasi
gerektigi ifade edilmistir [194]. Siit tirtinleri ile gerceklestirilen bir calismada, YCE nin
stit iirlinleri matrislerine eklenmesi, simiile edilmis bir gastrointestinal ortamda fenolik
bilesik stabilitesini ve antioksidan aktiviteyi arttiran protein-fenol kompleksi olusumunu

tesvik ettigi belirtilmistir [195].
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4. YORUM

Tez kapsaminda, protein molekiiliiniin primer yapisinin fenolik bilesiklerle
modifikasyonu aracilifiyla elde edilen modifiye proteinlerin antioksidan kapasiteleri ve
glikasyon potansiyelleri degerlendirilmistir. Gergeklestirilen denemeler sonucunda
proteinlerin basarili bir sekilde modifiye edildigi cesitli yollardan dogrulanmustir.
Sonuglar, alkali kosullar altinda olusan yesil cay fenollerinin kinon formlarinin,
proteinlerin yapisindaki serbest amino gruplar1 ile reaksiyona girebilecegini
gostermistir. Protein yapisinda yer alan reaktif gruplarin yiiksek antioksidan 6zellikteki
yesil ¢ay fenolleri tarafindan bloke edilmesi, elde edilen modifiye proteinlerin
antioksidan kapasitelerinin desteklenmesini, bunun yani sira Maillard reaksiyonu
acisindan daha az hedef haline gelinmesini saglamistir. Diger bir deyisle, protein-fenol
interaksiyonu proteinin glikasyonu ile olasabilecek potansiyel olarak zararli bilesiklerin
olusumunu azaltmada etkili olmus ve insan saglig1 icin yararl olabilecek antioksidan
yapilarin olusumunu tesvik etmistir. Bu sebeplerden yesil cay ile modifiye edilmis
proteinlerin fonksiyonel 6zellik kazandirilmig bir ingrediyen olarak degerlendirilebilir

oldugu soylenebilir.

Modifiye proteinler ile gerceklestirilen model sistem sonuglarina gére modifikasyon
seviyesinde erken glikasyon {irlinlerinde azalma gozlenirken ileri glikasyon liriinlerinde
bir miktar artig goriilmektedir. Bu durum, ileri glikasyon {iriinlerinin oldukca diisiik
seviyelerde olusmasi nedeniyle 6l¢iimsel belirsizlikten kaynaklanabilecegi gibi, asiri
fenol varliginda glikasyon reaksiyonunun ileri yonde ilerlediginin de gdstergesi olabilir.
Farkli ¢alismalarda da fenolik bilesiklerin glikasyonu inhibe etme iizerine etkileri ile
ilgili celiskili sonuclar oldugu goriilmektedir. Bu duruma fenolik bilesik
konsantrasyonunun etkili olabilecegi gibi oto-oksidasyon sirasinda olusabilecek cesitli
bilesiklerin de sebep olabilecegi bildirilmistir. Bu yiizden, oksitlenmis fenolik
bilesiklerin ve proteinin interaksiyonu sirasinda olusan eklentilerin ve olusan farkli
maddelerin tanimlanmasi i¢in daha fazla aragtirma yapilmalidir. Ayrica tez sonuglar1 ve
benzer calismalar, antioksidan oOzellikli bilesiklerin gidalarda CML olusumunu
arttirabilecegini ve bu olumsuz etkiyi 6nlemek icin gidalardaki kullanim miktarlarina
dikkatle karar verilmesi gerektigini gostermektedir. Diger taraftan lizinin esansiyel bir

amino asit olmasi nedeniyle, proteinde modifiye edilmis lizin kalintilarinin
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biyoyararlanimu ile ilgili saglik endiseleri olabilir. Bir taraftan Maillard reaksiyonu ile
olusabilecek toksik bilesiklerin inhibisyonu gergeklesirken diger taraftan lizin
modifikasyonu daha diisiik biyoyararlanima sebep olabilir. Bu nedenle, bir bagka
Oonemli arastirma konusu olan lizin kalintilarinin oksitlenmis fenolik bilesiklerle
modifikasyonunun viicuttaki yararlanimi ile ilgili konularin aydinlatilmasina ihtiyag

vardir.

Bu tez kapsaminda amaclandig1 gibi fonksiyonel modifiye proteinin elde edilmesi i¢in
bir alt yapr saglanmistir. Son zamanlarda takviye gida tiikketimi, zenginlestirilmis
firincilik trtinleri, sporcu beslenmesi, besinsel igerigi yiiksek ve hizli tiiketim kolaylig
sunan atistirmalik gida talebinin artmasi ve yenebilir ambalaj iiretimine olan ilginin
artis1 tez kapsaminda elde edilen modifiye proteinler i¢in genis bir kullanim alam
yaratabilmektedir. Proteinlerin yesil ¢ay ile modifikasyonu, son yillarda ortaya ¢ikan
tiiketici beslenme egilimlerini karsilayabilecek yenilik¢i ¢oziimler ortaya koyabilir. Elde
edilen modifiye proteinin gida endiistrisi tarafindan fonksiyonel ingrediyen olarak

global diizeyde kullanim potansiyeli olabilir.

Son yillarda ekmek igeriklerinin zengislestirilmesi ile fonksiyonel iiriin tiikketimi, bir¢ok
iilkede ekmegin temel gida maddesi olmasi sebebiyle sagligi iyilestirmek, beslenme
eksikliklerini 6nlemek ve vitamin, mineral gibi maddelerin diyetle alimimi desteklemek
icin Onemli bir ara¢ olarak goriilmektedir. Gluten modifikasyonu ile glikasyon
potansiyeli azaltilmis ve antioksidan kapasitesi arttirilmis modifiye gluten kullanimi,
ekmek ve firincilik {iriinlerini zenginlestirirken olast toksik bilesik olusumunun
Onlenmesi saglayabilir. Bunun yaninda antioksidan kapasite agisindan gii¢lendirilmis
gida tiiketimini de destekleyebilir. Ayrica son zamanlarda protein igerigi arttirilmig
proteinli siit ve yogurt gibi siit lirlinleri tiiketimine yonelim artmistir. Bu tarz {iriinlerle
birlikte protein alimi artarken {iirlin {iretimi sirasinda uygulanan 1s1l islemler istenmeyen
bilesik olusumlarim1 tesvik edebilir. Yapilan bir ¢alismada, c¢esitli proteince
zenginlestirilmis UHT siitlerdeki Maillard reaksiyon {iriinlerinin seviyeleri aragtirilmis
ve protein takviyesinin bir sonucu olarak bu {iriinlerdeki Maillard reaksiyonu
iirtinlerinin UHT siitlere kiyasla daha yiiksek bulundugu tespit edilmistir. [196] Tez
kapsaminda elde ettigimiz glikasyon ozellikleri sinirlandirilmis modifiye KN ilavesi,
proteince zenginlestirilmis siit iirlinlerinde olusan Maillard reaksiyonu f{irlinlerinin

siirlandirilmasint saglayabilir. Modifiye KN ilavesi bu iiriinlerde sadece glikasyon
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potansiyelini simirlandirmayacak, ayni zamanda gida ile antioksidan alimimi da
destekleyecektir. Benzer sekilde atistirmalik tiiketime uygun protein barlar igin
modifiye protein kullanimi, yiiksek antioksidan kapasitesi sayesinde pek c¢ok agidan

sagliga yararli oldugu bilinen antioksidanlarin alimini da arttiracaktir.
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