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ALLERJEN PROTEIN OLAN B- KAZEIN’IN Nano-LC SISTEMINDE
BELIRLENMESI VE BAZI FENOLIK BiLESIKLERLE
ETKILESIMLERININ INCELENMESI

OZET

Bu tez ¢alismasinda, i) ters faz nano-sivi kromatografi (nano-LC) i¢in hidrofobik karakterli
yeni bir 9-Antrasenmetil metakrilat (ANM) monolitik nano-kolon hazirlanmasi, ii) allerjen
protein olan B-kazein (B-CN) i¢in yeni bir tayin metodu gelistirilmesi ve iii) siit
numunelerinde uygulamasi1 yapilarak bazi fenolik bilesiklerle etkilesimi sonucunda
olusturdugu kojuge yapilar incelenmistir. Bu kapsamda f-CN tayini igin yeni yaklagimla
antrasenmetakrilat (ANM) bazli yeni bir hidrofobik monolitik nano-kolon hazirlanmis ve
karakterize edilmistir. Ik olarak, monolitik kolon ANM, divinilbenzen (DVB) igeren
sollisyonlar hazirlanmisg, porojenik ¢oziicli olarak siklohegzanol ve dodekanol kullanilmis
ve in-situ polimerizasyon yontemi ile monolitik-nano kolon hazirlanmistir.

ANM monolitik kolon i¢ ¢apt 100 um ve 20 cm uzunlugunda hazirlanmis ve SEM
goriintlileri ile yapisal morfolojisi incelenmistir ayrica, kolonun kromatografik
karakterizasyonu nano-LC sisteminde homolog alkilbenzenler kullanilarak yapilmistir.
Karakterize edilen monolitik kolon kullanilarak nano-LC sisteminde B-CN tayin metodu
gelistirilmis LOD degeri 0,2 mg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen metod siit
numunelerine uygulanmis ve miktar tayini yapilmistir. Ayrica allerjen protein olan -CN
ve bazi fenoliklerin olusturdugu konjuge yapilar incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: B-kazein, proteomik, fenolik bilesikler, nano-LC, monolit, gida
analizi, siit.



THE DETERMINATION OF AN ALLERGEN PROTEIN, g-CASEIN
IN Nano-LC SYSTEM AND ITS INTRACTION WITH SOME
PHENOLIC COMPOUNDS

ABSTRACT

In this study, i) preparation of a new 9-Anthracenemethyl methacrylate (ANM) monolithic
nanocolumn with hydrophobic character for reversed-phase nano-liquid chromatography
(nano-LC), ii) new preparation for the allergenic protein B-casein (B-CN) developing a
determination method and iii) applying it to milk samples and examining the cojugate
structures formed as a result of its interaction with some phenolic compounds. In this
context, a new hydrophobic monolithic nanocolumn based on Anthracenemethacrylate
(ANM), a new approach for the determination of B-CN, was prepared and characterized.
First, monolithic column solutions containing ANM and divinylbenzene (DVB) were
prepared, cyclohexanol and dodecanol were used as porogenic solvents, and a monolithic-
nano column was prepared by in-situ polymerization method.

ANM monolithic column was prepared with an inner diameter of 100 um and a length of
20 cm, and its structural morphology was examined with SEM images. In addition,
chromatographic characterization of the column was performed using homologous
alkylbenzenes in the nano-LC system. The B-CN determination method was developed in
the nano-LC system using the characterized monolithic column, and the LOD value was
found to be 0.2 mg/mL. The developed method was applied to milk samples and
quantification was made. 1n addition, conjugated structures formed by the allergenic
protein 3-CN and some phenolics were examined.

Keywords: B-casein, proteomics, phenolic compounds, nano-LC, monolith, food analysis,
milk.



1. GIRIS

Insan beslenmesinde énemli bir yer tutan siit ve siit {iriinleri, igerdigi protein, karbonhidrat,
yag, vitamin ve mineraller agisindan zengin bir gidadir (Farkye ve Shah, 2014). Siit
proteinleri kazein ve siit serumu olmak {iizere iki kisimda incelenmektedir. Siit proteini
kazeinin tiirii olan B-kazein Al ve A2 olmak tizere iki kisimda incelenmektedir (Haq vd.,
2014; Andig vd., 2021). B-kazein’in Al ve A2 varyant: arasindaki fark, ekzon 7'deki B-
kazein aminoasit peptid zincirinin 67. siradaki yalnizca bir aminoasidin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Kazeinin tiirleri arasindaki farkliliklar fiziksel oOzelliklerini ve
enzimatik sindirimini etkilemistir. Bu durum ise fizyolojik durumlar {izerinden olusuyorsa
besin intoleransi, immiinolojik durumlarin neden oldugu durumlardan {izerinden
olusuyorsa besin alerjisi olarak adlandirilmaktadir (Koca ve Akgam, 2015). Alerjiye neden
olan proteinler kazein, B-laktoglobulin, a-laktaloumindir (Fiocchi vd., 2010). Kazeinde
alerjiye neden olan proteinin sadece Al B-kazeinden kaynakli oldugu, A2 B-kazeinin ise

boyle bir etkisinin olmadig1 rapor edilmistir (Swinburn, 2004).

Insan viicudunda birgok biyolojik aktiviteye sahip olan fenolik bilesiklerden yiiksek
diizeyde faydalanabilmek i¢in diger molekiillerle etkilesimleri Gnem tasimaktadir. Fenolik
bilesikler sahip olduklar1 aromatik halkalar ve hidroksil gruplarindan dolay1 hidrofobik ve
hidrofilik etkilesimlerle, hidrojen ve kovalent baglarla hiicre duvarma ve ortamdaki
protein, karbonhidrat, lipit gibi yapilara baglanabilme yetenegine sahiptirler. Fenolik
bilesikler yiiksek protein ilgisine sahip oldugundan dolay1 protein molekiillerinin i¢
bolgesine sizabilecek kadar kiictik, peptit zinciriyle daha fazla bag yapacak kadar da biiytik
oldugu bilinmektedir. Protein-fenolik kompleksinde etkilesim proteinlerin hidrofobik
bolgeler sayesinde fenolik bilesiklerle kompleks olusturmakta ve bu etkilesiminin
temelinde fenoliklerin aromatik halkas1 (-OH gruplari) ile proteinlerin hidrofobik bolgeleri
(-CH2z gruplar1) arasindaki kovalent olmayan etkilesimlere dayanir (Diniz vd., 2008; Le

Bourvellec ve Renard,2012).

Fenolik bilesiklerin saglik iizerine etkileri miktarlarina baglhidir ve biyoyararlanima etki

eden faktdrlerden biridir (Rodriguez ve ark., 2009; Oztiirk ve ark., 2016). Biyoaktif



bilesiklerin insan sagligina etkilerinin anlasabilmesi i¢in alinan polifenollerin orjinlerini,
tilketim miktarlarini, biyoyararhiliklarim1 ve biyoyararliliklarima etki eden faktorlerinin
bilinmesi énemlidir. Protein yapisinin yaninda gidanin fenolik yapisi, serbest polifenol
icerigi, antioksidan kapasitesi ve gidadaki fenolik bilesenlerin biyoyararligi da

degisebildigi gozlemlenmistir (Thongkaew ve ark., 2014).

Modern gida bilimi ve foodomik tiiketicinin refahin1 ve saglhigin iyilestirmek amaciyla
omics teknolojilerinin uygulanmasi ve entegrasyonu yoluyla gida ve beslenme alanlari
arasindaki bir disipliner alan olup molekiiler omik diizeyinde gida bilesenlerinin ve besin
maddelerinin mekanizmalart hakkinda Onemli molekiiler bilgiler sunmaktadir.
Biyokimyasal mekanizmada meydana gelen degisiklikleri belirlemek icin ¢ok hassas bir
analitik yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Analitik yontemin daha duyarli, tekrarlanabilir ve
uygun maliyetli olmasi biliylik 6nem tasimaktadir. Son yillarda yapilan analizlerde
minyatiirlestirilmis sivi kromatografi 6n plana ¢ikmaktadir.  Protein ve fenolikler
arasindaki etkilesiminin incelenmesinde kullanilan yontemler arasinda Matriks destekli
lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamanli kiitle spektroskopisi (MALDI-TOF MS),
Nano-LC/MS gibi birgok yontem kullanilmaktadir. Kromatografik kolon segiminde
uzunluk, i¢ ¢ap ve sabit faz tipi goz oniinde bulundurularak daha kii¢iik i¢ ¢apa (i.d.) sahip
kolon se¢imi herhangi bir analitik ayirmanin performansi i¢in onem arz etmektedir.
Kolonun i¢ ¢apinin azalmasina bagl olarak analizde ayristirilan bilesiklerin kolondaki
konsantrasyonu yiikselir ve MS gibi diisiik konsantrasyona duyarli dedektorlerle beraber
kullanildiginda yiiksek hassasiyet elde edilir. Nano-LC’nin omics, gida giivenligi ve
kalitesi vb. arastirma alanlar ile ilgili bir¢ok calismanin mevcut oldugunu,bu durum yeni
analitik kolonlarin gelistirilmesine odaklanan calismalar1 tegvik etmekte olup kolon

teknojisine ilgi zamanla artmistir (Wilson ve ark., 2019).

Bu ¢alismada Nano-LC sisteminde siitte bulunan alerjen proteini f-CN belirlenmesi ve 3-
CN nin fenolik bilesiklerle etkilesimi sonucunda olusturdugu yapiyr ortaya konulmasi
amaclanmistir. Bu kapsamda B-CN tayini i¢in yeni yaklagimla hidrofobik monolit
hazirlanmis ve karakterize edilmistir.  Karakterize edilen monolitik nano-kolon
kullanilarak Nano-LC/UV sisteminde B-CN tayin metodu gelistirilmis ve siit numunelerine

uygulanmistir. Sonrasinda B-CN ve bazi fenoliklerin etkilesimleri incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Sivi Kromotografisi (LC)

Sivi kromatografisi (LC), kat1 faz ve siv1 faz arasinda fiziksel bir ayirma teknigidir. Bir
numune, hareketli faz ve sabit faz arasinda dagitilarak bolme, adsorpsiyon veya diger

etkilesimler yoluyla igerdigi analitlerine ayrilir (Dong, 2019).

311 bar

Sekil 2.1. LC sisteminin gematik gdsterimi 1)Solvent rezervuari 2) transfer 3)manometre pompasi 4) 6rnek
injeksiyonu 5) kolon 6)detektor 7)atik 8)veri sistemi

LC sistemi (Sekil 2.1) pompa, enjektor, kolon, dedektor, veri kaydedici ve atiktan meydana
gelmektedir. HPLC sisteminde sabit faz ile mobil faz arasinda analiz edinilen bilesenlerin
goc etme hizlarinin birbirinden farkli olmasi esasina dayanmaktadir. Kolondan ayrilan
akigkanin toplamina “effluent”, mobil faz kismina “eluent” ve ayrilmis bilesen kismina da
“eluat” denilmektedir. Sivi  kromatografisi 1900'lerin basinda, "klasik kolon
kromatografisi” olarak meydana ¢ikmistir (Snyder ve Kirkland, 1979). 1941°de Martin ve
Synge tarafindan zamanla sivi kromatografisi (LC) metodu gelistirilmis ve yapilan

caligmalarda sivi-sivi kromatografisine ve kromatografinin teorik modeline ek olarak,



LC'nin "hareketli faz iginde c¢ok kiiciik bilesenlerin kolon boyunca yiiksek basing farki"
olusturmas1 Ongoriilmiistiir (Ettre, 1971). LC sisteminde yliksek basingli pompalar
gerektiren kiiciik partikiilli kolonlarin tercih edilmesiyle ‘yiiksek performansa
donlismiistiir. Zamanla tiim LC {initeleri dahil kolonlarin, pompalarin ve dedektorlerin
ticarilestirilmesi, kullanimi kolaylastirip kullanicilar tarafindan uygulamada kolaylik
saglamistir (Neal, 1995). Gaz kromatografi (GC)’de, ugucu olmayan ve farkl 6zellikteki

bilesenlerin analiz edilememesi s1vi kromatografisine olan ilgiyi arttirmistir (Neal, 1995).

HPLC genelllikle ucucu olmayan organik bilesiklerin analizinde kullanilmaktadir.
Aminoasit, protein, niikleik asit, hidrokarbon fenol bilesikler, pestisit gibi bilesenler HPLC
de hassasiyetle analiz edilmistir (Sestak ve ark., 2015). LC i¢in terminoloji kolon i¢ ¢apina
(i.d.) veya analiz boyunca uygulanan akis hizina dayanmaktadir (Vasconcelos Soares
Maciel ve ark., 2020). Ic ¢apina gore cesitli kolon tiplerinin isimleri ve bunlarla iliskili
karakteristikler Tablo 2.1’de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. S1v1 kromotografi sitemlerine gére kolon tipi ve akis hizlar1 (Vasconcelos Soares Maciel ve ark.,
2020)

Kolon ¢ Capr (i.d.) (mm) Akis Hizi (mL min-1) Isimlendirme
4,6-3,2 2,0-0,5 HPLC
3,2-15 0,5-0,1 Microbore LC
1,5-0,5 0,1-0,01 Micro LC
0,5-0,15 0,01-0,001 Kapiler-LC
0,15-0,01 0,001-0,0001 Nano-LC
0,05-0,005 <0,0001 Open-Tubular LC

Tablo 2.1°de kromatografik teknikte kullanilan kolonlarin i¢ ¢ap1 ve akis hizlar1 arasindaki
farklar gosterilmistir. Nano-LC’de kolon i¢ ¢ap1 10-150 um ve akis hizi ise 1000-50 nL/dk
olup bu deger araliginda ¢alisma kosullar1 olusturulmaktir. Kolon i¢ ¢ap1 ve akis hizinin

diisiik olmasi yiiksek basingli sitemlerin kullanilmasini zorunlu kilmastir.



2.2. Nano-LC

Minyatiirlestirilmis LC teknolojisine dayal1 analitik metodotlarin tarihi 20. yiizyilin ikinci
yarisina kadar uzanmakta olup bu metodlar 21.yiizyilda da yapilan c¢alismalarla
yayginlagsmistir (Foley, 1996). Nano-LC genel anlamda yiiksek hassasiyet gerektiren, bir
karistmda ¢ok diisiik miktarda bulunan bilesenlerin analizinde kullanilan modern
kromatografi sistemi olarak tanimlanir (Sestak ve ark., 2015). Nano-LC kromotografi
teknigi kolon i¢ ¢ap (i.d.) ve/veya hareketli faz akis hizina gore adlandirilmaktadir. Nano

terimi uygulanan nano hacimden kaynaklanmakta olup bu durum giiniimiizde ise daha ¢ok

ayirma i¢in kullanilan kolonun i¢ ¢apinin 10-200 um araliginda olmasi ile agiklanmaktadir

(Aydogan ve ark., 2020).

Sekil 2.2. Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan Nano-LC sistemi

Gida, ilag, gevre analizlerinde olmak tizere pek ¢ok alanda uygulanmaktadir (Aydogan,
2019; Roberg-Larsen ve ark., 2021). Nano LC, klasik HPLC sisteminin gelistirilmis hali
olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve klasik HPLC sistemine gore diisitk numune gereksinimi,
kisa analiz siiresi, az miktarda reaktif kullanimi, MS ile uyumluolup yiiksek hassasiyet
sunmasli, partikiil ¢apinin ve kolon uzunlugunun azaltilmasi, hizli analizlere olanak

saglamasi gibi baz1 avantajlar sunmaktadir (Aydogan, 2019a) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Nano-LC sisteminin avantajlari

Bu sistemde bir¢ok karmasik yapida bilesen etkin olarak analiz edilmesi ve molekiiler omik

caligmalarinda kullanilmaktadir (Asensio-Ramos ve ark., 2017).

2.3. Nano-LC Kolon Tiirleri

Kromatografik analizlerde kolonun uzunlugu, i¢ ¢ap1 ve sabit faz tiirii analizin
performansimi etkilemektedir. Kiiclik i¢ ¢apa sahip kolon se¢imi herhangi bir analitik
ayirmanin performansi i¢in onemlidir. Nano-LC sisteminde ayrim 10 ila 150 um arasinda
ic ¢apli nano kolonda yapilir. Kolonlarda genel anlamda sabit faz olarak silika
kullanilmakta olup diger kullanilan sabit fazlar ise organik polimer, zirkonya, titanyum
oksit, alliminyum oksit ve gozenekli grafitlestirilmis karbondur. Diger kromatografi
tiirlerinde oldugu gibi, kolonlarindaki fonksiyonel grup genel anlamda C18, C8 ve C4 gibi
ters faz olup amino ve amid gibi HILIC fonksiyonel gruplarina sahip kolonlar da ticari
olarak satilmaktadir. Enantiyomerik ayirmalarda ise kiral bilesiklerin ayirimi igin
polisakkarit ve onun tiirevi bazli CSP (kiral sabit faz), polimer bazli CSP ve silika bazli
CSP kolonlar kullanilmaktadir (Hernandez-Borges ve ark., 2007; Unger ve ark., 2008;
Nazario ve ark., 2015; Sestak ve ark., 2015b; Wilson ve ark., 2019).



Kolonun i¢ ¢apinin azalmasina bagl olarak analizinde ayristirilan bilesiklerin kolondaki
konsantrasyonu yiikselir ve elektrosprey iyonizasyon (ESI-MS) kiitle spektrometresi gibi
diistik konsantrasyona duyarli dedektorlerle beraber kullanildiginda yiiksek hassasiyet elde
edilir (Wilson ve ark., 2019). Literatiirde Nano-LC sisteminde omik, gida giivenligi ve
kalitesi gibi farkli arastirma alanlari ile ilgili bircok ¢alisma mevcuttur (Aydogan ve ark.,
2021; Seker ve ark., 2022). Yapilan calismalar nano-LC kolonlarin gelistirilmesine
odaklanan c¢aligmalar1 tesvik etmekte olup kolon teknojisine ilgiyi zamanla artirmigtir

(Wilson ve ark. 2019; Aydogan ve ark., 2020).

Tablo 2 2. Nano-s1vi kromatografisinde kullanilan analitik kolon tipleri (Vasconcelos Soares Maciel ve ark.,
2020)

Kolon Tiirleri Sabit Fazlar Uygulamalar Avantajlar

Partikiil ~ Dolgulu | Alkil bagh (C8, C18), | Gida, ¢evre, ve ilag | Birden fazla sabit fazin

Kolonlar Fenil-heksil, Siyano | analizi farkli seciciligi
Amino diol mevcuttur.

Monolitik Kolonlar | Organik polimer | Biyoanaliz i¢in kiral | Yiiksek gecirgenlik, hizl
monolitler Silika bazli | ayirmalar, afinite | kiitle transferi, diistiik
monolitler Hibrit | kromatografisi ve | ayirma sliresi,
monolitler biyomolekiiller ayarlanabilir 6zellikler ve

kolay iiretim

Acik Tubiiler | WCOT: fiziksel olarak | Yetersiznumuneler igin: | LC-EI-MS  i¢in daha

Kolonlar adsorbe edilmis | adli tip, tip, biyotip uygun olan  yiksek
polimerik  fazlar ve kromatografik verimlilik,
nanopartikiiller; PLOT: optimum gegirgenlik ve
kimyasal olarak bagl diisik  karst1  basing
polimerik fazlar. oranlar1

Tablo 2.2°de 6zetlendigi gibi Nano-LC kolonlart monolitik kolonlar (polimer monolit,
silika monolit, hibrit monolit ), acgik tubiiler (duvar kaplamali kolon, PLOT kolon) ve

dolgulu kolon olarak 3 gruba ayrilmaktadir (Aydogan, 2019b).



Open Tubular Kolon Partiikiil dolgulu kolon Monolitik Kolon

Sekil 2.4. Analitik nano kolon tiirleri soldan saga a) Agik tubular, b) Partiikiil dolgulu ve ¢) Monolitik kolonlar

Monolitik ve partikiil dolgulu kolonlarin igerisine dolgu yapilir ancak agik tubiiler kolonlar
da ise kolon i¢ duvar1 kaplanip orta kisimda agiklik kalacak sekilde yapilir. Monolitik
kolonlarin gériiniimii dallanmis ags1 bir yapi seklindedir (Sekil 2.4).

2.3.1. Monolitik Kolonlar

Monolitler, sadece bir yapidan olusan ve homojen yapiya sahip tek parcadan olusan
network yapilardir (Arrua ve ark., 2012). Svec ve Frechet tarafindan 1900’larin baslarinda
partikiil dolgulu kolonlara alternatif olarak polimer monolitik sabit faz onermislerdir (Svec
ve Frechet, 1992). Bu kolonlarin partikiil dolgulu kolonlardan daha yiiksek gegirgenlige
sahip oldugu ve analiz yapildig: siirecte daha diisiik analitin kiitle transfer direncine sahiptir
(Ladisch ve Zhang, 2016). Son yapilan ¢aligmalarda monolitik kolonlar kolay hazirlama,
yuksek akis hizinda hizli ayirma, yiiksek gegirgenlik, kiiciik molekiillerin ve makro

molekiillerin ayrilmasi gibi bir¢ok avantaj saglamaktadir (Liu ve ark., 2013).

Monolitik kolonlar, yapisindaki bilesimlerine gore ii¢ ana gruba ayrilmakta olup bunlar;
organik polimer bazli, inorganik silika bazli ve organik-silika hibrit monolitlerdir
(Aydogan ve ark., 2020). Hidrofobik, hidrofilik, iyonize olabilen zwitteriyonik
monomerlerin  kullanimiyla monolitik kolonlarin  hazirlama  teknigini  ¢esitlilik
gostermektedir (Svec, 2004a). Monolitik kolonlar farkli numuneler i¢in 6n kolon (trap

kolon) ayrica molekiillerin ayrilmasi i¢in analitik kolon olarak kullanilabilmektedir.

Monolitler monomerlerin porojenik karisim ve polimerizasyon reaksiyonunu baslatan bir

radikal baslatici igeren homojen bir polimerizasyon karigimin termal polimerizasyon sureti



ile hazirlanir (Arrua ve ark., 2012). Yapisindaki fonksiyonel monomerlerin g¢esitliligi
nedeniyle polimer bazli monolit kolon; ters fazli sivi kromatografisi (RPLC), hidrofobik
etkilesim kromotografisi (HIC), hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC) ve iyon
degisim kromatografisi (IEC) gibi bircok kromatografik tekniklerde yapilan ¢alismalarda
kullanilmistir (Talebi ve ark., 2013).  Polimer monolit nano kolonlar omiks
uygulamalarinda, gida gilivenligi ve kalitesi biyoanalitik kimya gibi alanlarda yapilan
caligmalar mevcut olup protein analizinde (Aydogan, 2016; Aydogan ve ark., 2021), iyon
analizinde (Aydogan ve ark., 2015), proteomik c¢alismalarinda (Yi ve ark., 2017) mikro-
nano Olgekli kromatografi ¢aligmalarinda (Vasconcelos ve ark., 2020) analitik kolon olarak
tercih edilmistir. Polimerbazli monolitler metakrilatbazli strienbazli akrilamidbazli olmak
lizere lic gruba ayrilmaktadir. Monolitik kolon iiretiminde farkli islemler kimyasal
maddeler ve deneysel yontemler denenmistir. Yontemde bir baglatici reaktif ve bir ¢apraz
baglayicinin ilavesiyle sivi bir ¢ozelti hazirlanip kolona enjekte edilir polimerizesyon
reaksiyonuyla aktiflestirilme islemi gergeklestirilir (Lima ve ark., 2023). Polimer monolit
ile nano kolonun duvart arasinda kovalent bag olmasi icin silanizasyon islemi
yapilmaktadir. Yiiksek basinca direncli, mekanik olarak stabil polimer monolit kolonlar
hazirlamak amaciyla polimerin i¢ yilizeye kovalent olarak baglanmas1 gerekmektedir. Bu
islem polimerizasyon agamasindan 6nce bir 6n hazirlama iglemidir. Polimer monolit kolon
elde edebilmek i¢in gézenek olusturucu ¢oziiciiler ve termal radikal baslatici igeren organik
polimer igeren karisim kolona enjekte edilir.  Monolit yapiminda polimerizasyon
reaksiyonun siiresi ve sicaklig1 parojen solvent se¢imi ve karigimdaki monomer/parojen

solvent oran1 monolit yapinin elde edilmesinde 6nemli rol oynar (Ghanem ve ark., 2022).

Organik polimer monolitik kolonlarda mezo ve makro gozenekler olmak tizere iki farkl
gozenek tiirii vardir. Mezo gbzenekler (2 - 50 nm), hareketli mobil faz ile dolu olup analitin
aktif adsorpsiyon bolgelerine erismesini saglar. Makro gozenekler, geri basinct 6nemli
diizeyde artirmadan daha fazla mobil faz akisini saglar. Mezo gozenekler ylizey alanina,
makro gozenekler ise esas olarak gdzeneklilige yarar saglamistir (Svec, 2004b). Iyi bir
monolitik kolon, genis bir yiizey alan1 sergileyen alikonma i¢in yiiksek bir akis ve diislik

bir geri basing saglayan kolondur.



2.4. Siit Proteinleri

Insan beslenmesinde nemli bir yer tutan siit ve siit iiriinleri, igerdigi protein, karbonhidrat,
yag, vitamin (B12, B2 ve B5 vitaminleri) ve mineraller (Ca, Mg, P, Se) agisindan zengindir.
Siitiin  bilesimini; su, azotlu bilesikler, karbonhidratlar, yaglar, vitaminler, tuz ve
mineraller, siit gazlar1 ve enzimler olusturur (Farkye ve Shah, 2014). Siitiin bilesiminin
biiyiik bir kismini su olusturup geriye kalan kismini ise kuru madde olarak adlandirilan
bilesenler olusturur. Siit proteinleri kazein ve siit serumu olmak iizere iki kisimda
incelenmektedir. Siit proteinleri, 20°C de pH 4.6 da ¢oOziinebilirliklerine gore ikiye
ayrilmakta olup kazeinler pihtilagirken peyniralti suyu proteinleri pH 4.6 da ¢oziinebilir

olarak kalirlar.

Inek siitiinde proteinin yaklasik %80 kazein ve %20 peynir alt1 suyu proteinlerinden olusur.
Ancak bazi arastirmacilar peynir altt suyu proteinlerinin siitte yaklagik %14 oraninda
bulundugunu raporlamislardir (McLachlan, 2001; Roginski ve ark., 2003; Sahin ve
Boztepe, 2021). Siit proteini olan kazein ve siit serumu birden fazla proteinden olusmakta
olup siit serumunu olusturan proteinler ise albiimin, globiilin ve proteaz- peptonlardir.
Kazeni daha ayrintili incelersek olursak inek siitii proteinlerinin %80’ini olusturan kazein;
asl-, as2-, B- ve k-kazein olmak iizere 4 farkli fraksiyondan meydana gelmistir (Cheung
ve Mehta, 2015; Andig ve ark., 2021). Kazein misellerindeki fraksiyon oranlar1 sirasiyla
%40, 12,5, 35 ve 12,5 seklinde siralanmaktadir. Diger bir fraksiyon olan y-kazein ise siitte
cok diisiik miktarlarda bulunur ve B-kazeinin siitiin dogal enzimi olan plazmin tarafindan

proteolizi sonucu yan {iriin olarak olusur (Andig ve ark., 2021).

Kazein, laktasyon esnasinda misel ad1 verilen kalsiyum igeren kiimeler halinde salgilanan
stit proteinidir (Kang ve ark., 1986; Lin ve ark., 1993). Kazeinin yapisinda hem asit
(COOH) hem bazik (NH2) gruplar bulundurdugundan dolay1 amfoter ozellik
gostermektedir. Kazein miselleri 10-15 nm ¢apindaki alt misellerden olugmakta olup bu
alt miseller kazein misellerinin yapitaglarin1 olustur. Miseller arasindaki iyonik baglar
kalsiyum kopriileri tarafindan olusturulmaktadir (Senel, 2018). Kazein misellerinin

goriniimii Sekil 2.5 de verilmistir.
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Sekil 2.4. Kazein miselleri ve alt miseli modeli (Senel, 2011)

Kazeinler kolloid formunda olup, dispersiyondaki partikiillerin biiyiikliikleri 20-600 nm
arasinda degiskenlik gostermektedir. Kazein misellerinin yaklasik %93’1i (kuru maddenin)
kazein ve geriye kalan kismi ise inorganik maddeden olusmakta olup bu maddeler arasinda
kalsiyum, fosfat, magnezyum, sodyum ve sitrat bulunmaktadir. Bilesiminin de miktar

acisindan en ¢ok bulunan kalsiyum ve fosfat olup kolloidal kalsiyum fosfat formundadir.

Kazein bu inorganik maddelerle kalsiyum kazeinat-fosfat veya kalsiyum- fosfokazeinat
formunda kompleks olusturmaktadir (Metin, 2005). Kazeinler, siitteki toplam proteinin

%80'ini igeren fosfoproteinlerdir (Seker ve ark., 2022).

2.4.1. Beta Kazein

B-CN hidrofobik kazein fraksiyonu olup yapisinda disiilfit bag1 igermemektedir. Diizenli
sekonder yapilarin olusumunu engelleyen ve protein zincirinin sert biikiilmesine neden
olan prolin aminoasidini yiiksek oranda igermektedir (Monaci ve ark., 2006; Villa ve ark.,
2018). Hayvanlarin genetik olarak cesitlilik gosterdiginden otiirii bu durum siit
proteinlerdeki bilesimlerinin tiirler arasinda degisimine neden olmaktadir (Raynes ve ark.,
2015). Siitler yapisindaki protein igerigine gore siniflandiriimaktadir. Kazeinli siitlerde
(inek, koyun, ke¢i ve manda siitli) 2/3 oraninda kazein bulunmakta, diger siit tiirii olan
albiiminli siitlerde (insan, kisrak, esek siitii) ise siit serum proteinlerini bulunmaktadir

(Ding, 2009; Boro ve ark., 2016; Giin ve Soyugok, 2018; Andi¢ ve ark., 2021).



B-CN geni 6.kromozomda yer almakta ve 209 aminoasit dizilisinden meydana gelmektedir
(Ding, 2009; Bozkaya, 2009; Giin ve Soyucok, 2018). B-CN’in 12 genetik varyanti
olup,bunlar; A1, A2, A3, B, C,D, E, F, H1, H2, I, ve G diye siralanmaktadir (Kaminski ve
ark., 2007). Siitte kazein proteininin Al ve A2 olmak {izere iki varyanti bulunmaktadir
(Haq ve ark., 2014; Andi¢ ve ark., 2021). B kazeinin Al ve A2 varyanti arasindaki fark,
ekzon 7'deki B-CN aminoasit peptid zincirinin 67.siradaki yalnizca bir aminoasidin farkl
olmasindan kaynaklanmaktadir. A1l B-CN siitii, B-CN geninin 6. kromozomunun 7.
eksonunda yer alan 67. siradaki aminoasit histidinin igermektedir. Al B-CN siitiin de ise
histidin yerine prolin amino grup asit icermektedir (Ding, 2009; Bozkaya, 2009; Giin ve
Soyucok, 2018). Kazeinin tiirleri arasindaki farkliliklar fiziksel 6zelliklerini ve enzimatik

sindirimi etkilemistir.

B-CN’in Al ve A2 varyantlarinin farki ve beta-kazomorfin-7’nin formiilasyonu Sekil

2.6’da verilmistir.
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Sekil 2.5. B-CN’in Al ve A2 varyantlarinin farki ve beta-kazomorfin-7’nin formiilasyonu (Demirel ve Cak,
2018)

Al B-CN gastro-intestinal enzim tiirii olan pankreatik elastazdan salgilanan izoldsin
peptidaz enzimi ile 67. siradaki histidin peptit bag1 parcalanarak BKM-7’in karboksil ucu
serbest kalir. Bundan dolayr BKM-7 olan, 7. aminoasitten bir biyoaktif peptid salgilanir
(Chatterje ve Patel, 2015). BKM-7 opioid etkisini sindirim sisteminin, mide ve bagirsak
mukusunun yavag salinimina etki ederek kazeinlerin yavas emilmesi ve gidanin sindirim
sisteminden ge¢isinin daha uzun olmasina neden olmaktadir (Chatterjee ve Patel, 2015).
BKM-7 morfin benzeri 6zellikler sahip oldugundan dolay1 opioid etki gosterip dispepsi
(hazimsizlik) neden olur (He ve ark., 2017). A2-kazeinin 67. pozisyonundaki prolin,



peptitler ve aminoasitlere pargalamadigindan dolayi insan viicudunda BCM-7 olusumunu
engeller (He ve ark., 2017). A2 B-CN; viicutta DPP4 (dipeptidil peptidaz 4) enzimlerinin
diizenlenmesine neden olarak opioid olmayan bir etki gosterir (Chatterjee ve Patel, 2015).
BKM-7; bagirsagin florasin1 degistirmekte, lenfosit sayisinin artmasiyla (T ve B
lenfositleri) ile goblet hiicrelerine benzer hiicrelerin olusumunda artan mRNA’ya bagh
olarak MUCS5AC (mukus olusturan gliko protein, miisin SAC) konsantrasyonu reseptor
aktivasyonunu etkiledigi rapor edilmistir (Bell ve ark., 2006; Ho ve ark., 2014). Bu
durumdan dolay1 enterik sinir aktivasyonu yoluyla bagirsak mukus sistemini olumsuz
etkileyip, gaita artirmakta ve besinlerin bagirsaktaki gecis siiresini uzamakta boylece sivi
emiliminde problemler meydana gelerek bagirsak iltihabina sebep olmaktadir (Sahin ve

ark., 2018; Kumari ve ark., 2019).

B-CN ile ilgili yapilan ¢aligmada A1 B-CN siitiiniin Wistar siganlarinda gastro intestinal
gecis siiresinin artirdigl, A2 B-CN igeren siitiin, bagirsak mikroflorasindaki degisim ile
gaitadaki kisa zincirli yag asitlerinin oraninm artirdiguni ve bagirsaktaki villuslar1 6nemli

derecede iyilestirdigi rapor edilmistir (Guantario ve ark., 2020).

A2 B-CN, 20-50 yas araligindaki erkek kadin bireylede Al B-CN siitiine kiyasla.
tilketimden sonraki 1-12 saat iginde, siskinlik, karin agrisi, digki sikligi ve digk1 kivami gibi
gastro-intestinal semptomlara diisiik oldugu ve hatta A2 B-CN igeren siitiin sebep oldugu
gastro-intestinal rahatsizliklar, hem laktozu sindirebilen ve hemde sindiremeyen bireylerde
daha distik bulunmustur (He ve ark., 2017). Ticari olarak, sadece A2 B-CN igeren siit
bulmak zor oldugundan bu tiir ¢alismalar kisithidir. Son yapilan caligsmalarda ise
kardiyovaskiiler hastalik, tip 1diyabet, otizm ve sizofreni semptomlari, norolojikotizm ve
ani bebek Oliimii gibi problemlerin B-CN tiiketimi ile dogru bir orantinin oldugu ve bu
durumun A1l ve A2 kazeininden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (Bell ve ark., 2006;
Miluchova ve ark., 2016). Ancak genel olarak A1 ve A2 B-CN bircok hastalik faktorii
olarak goriilse de bazi ¢alismalarda sadece A1 B-CN kaynakli oldugu, A2 B-CN ise boyle
bir etkisinin olmadig1 kanaatine varilmistir (Swinburn, 2004). Diger taraftan BKM7’nin
hayvanlarda diyabet ve oksidatif stres koruyucu, bagirsak mukozasi desarji, zararh
etkenlere kars1 savunma gibi yararl etkilerini belirten ¢alismalar da mevcuttur (Giin ve

Soyucok, 2018).



Siitteki kazein protein varyantlarinin hassas sekilde ayrilmasi ve belirlenmesi i¢in birgok
teknik mevcuttur. Siitteki kazein protein varyantlarinin analizi i¢in literatiirde CE (Miralles
ve ark., 2001), FPLC (Plank, 2008), HPLC (Gaspard ve Brodkorb, 2019) teknikleriyle
yapilmis ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. Nano-LC analiz, farkli sabit fazlar iceren dar i¢
capa sahip kapiler kolonlarda (6rnegin, 50-100 pm) gergeklestirilir. Ters fazli kolonlar,
yiiksek ¢6zme giiclerinden dolay1 protein ayirma veya proteomik analizlerde yaygin olarak
kullanilan kolonlardir (Roberg-Larsen ve ark., 2021). Aminoasitle modifiye edilmis
kolonlar, protein ayrimi veya proteomik analiz i¢in kullanilir (Dong ve ark., 2006). Grafen
oksit ile islevsellestirilmis 50 ve 100 um ¢apinda bir monolit nano kolon ile proteinlerin
basarili bir sekilde nano-LC’de ayrim1 yapilmistir (Aydogan ve ark., 2021). Yapilan diger
bir ¢aligmada, siitteki kazein protein varyantlarinin ayrilmasi i¢in 20 pm i¢ ¢aph acgik
tiibiiler (OT) kolon kullanilmistir. OT nano-LC i¢in grafen oksit sabit fazina agilanmis yeni
bir poli-L-lizin (PLL) gelistirilmistir.  Bu preparasyonda metakriloil grafen oksit
nanopartikiilleri (MGONP'ler) sentezlenip reaktif monomer olarak kullanilmistir. OT
kolonu, as1-CN, as2-CN, B-CN protein varyantlarinin ayrilmasi incelenmistir. Sonuglar,
kolonun hem hidrofobik etkilesimler hem de elektrostatik etkilesimler nedeniyle kazein
protein varyantlarinin etkin bir sekilde ayrilmasini sagladigi goriilmistiir (Seker ve ark.,
2022).

2.4.2. Alerjen Etki

Ters besin reaksiyonu herhangi bir besinin viicuda alinmasindan sonra besine kars1 gelisen
anormal yanita denir (Burks ve ark., 2011). Reaksiyonlar fizyolojik durumlar iizerinden
olusuyorsa ‘besin intolerans’’ immiinolojik durumlarin neden oldugu durumlardan
lizerinden olusuyorsa ‘besin alerjisi’ olarak adlandirilir (Koca ve Akgam, 2015). Cocukluk
caginda en sik karsilagilan besin alerjileri inek siitii ve yumurta alerjileridir (Zeyrek ve ark.,
2014). Inek siitii protein alerjisi (ISPA), inek siitiiniin yapisindaki proteinlere
organizmanimn immiin sisteminin verdigi tepkiye denir (Koca ve Akgam, 2015). Inek
stitiinde 25° den fazla protein bulunmakta fakat bunlarin sadece birkaci alerjen etkiye
sahiptir (Hochwallner ve ark., 2014). En sik alerjiye yol agan proteinler kazein,
Blaktoglobulin, a-laktalbumindir (Fiocchi ve ark., 2010). Besin alerjisinin goriilme
prevalansi yas, genetik cevresel faktorler, beslenme aligkanliklargibi bir¢ok faktorden

etkilenmektedir (Sicherer ve Sampson, 2014). Besin alerjisi prevalans ¢aligmalarinda



doktor tanist ve provokasyon testleri 6n goriildiigli zor caligmalardir. Bu nedenle
caligmalarda elde edilen verilerin cogunlugu hastalarin dykiisiine ve laboratuvar testlerine
dayandig1 i¢in saptanan degerler net bir sonu¢ vermemektedir (Longo ve ark., 2013).
Diinya genelinde yapilan ¢alismalarda inek siitii alerjisinin %2 ile %4 arasinda degistigi
saptanmistir (Hest ve ark., 2002; Hahn, 2005; Matricardi ve ark., 2008). T iirkiye’de
yapilan calismalar ise inek siitii alerjisi %0,16 ile %5,7 arasinda degistigini gdsteren
caligmalar bulunmaktadir (Kiiclikosmanoglu ve ark., 2008; Orhan ve ark., 2009; Zeyrek ve
ark., 2014).

Polifenol gida alerjisinin dnlenmesi ve tedavisinde, immiin yanit1 modiile edilmesini ve
bagirsagin mikrobiyotasini degistirme gibi 6zellikleri olan faydali diyet bilesenleridir.
Hipoalerjenik gida iiretimine yardimeci olmak igin yapilan ¢alismada epigallo-katesin
3gallat (EGCG) ve klorojenik asit (CA) ile kovalent konjugasyon yoluyla sigir B-
laktoglobulinin (BLG) alerjenitesini azaltmasi ve fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestirmesi
arastirildi. BLG'deki polifenoller ve aminoasitin yan zincirleri arasindaki kovalent bag,
MALDI-TOF-MS ve SDS-PAGE ile analiz edildi. BLG ve BLG-EGCG, BLG-CA'ya gore
daha diisiik bir IgE baglama kapasitesinde bir azalma oldugu BLG'deki polifenol baglanma
bolgesinin, IgE'nin baglandigi bolgeyi dogrudan maskeledigi ve EGCG ve CA ile
konjugasyondan sonra IgE baglanma bdlgesinin konformasyonunu etkileyen BLG'deki
ikincil yapisal degisiklikler nedeniyle IgE'nin proteine uygun sekilde erigsmesini onledigi
one striildi. Bu gozlemlere dayanarak, polifenollerle kovalent etkilesim yoluyla

hipoalerjenik gidalar tiretilebilir (Wu ve ark., 2018).

2.5. Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi

Bitkiler, sekonder metabolitler olarak adlandirilan farkli yapilardaki organik molekiilleri
sentezlemesinde rol oynar. Sekonder metabolitlerin sentezi fotosentez ile baglar. Sekonder
metabolitler genel olarak biyosentez mekanizmalarina gore siniflandirilir. Bunlar; terpen
steroit ve alkaloitler olmak iizere ii¢ baslik altinda incelenmektedirler (Bourgaud ve ark.,
2001; Bougma ve ark., 2022). Fenolik bilesikler aromatik bir halkaya bir veya birden fazla
hidroksil gruplarinin direkt baglanmasiyla olusan molekiillere denir (Vermerris, 2006).

Gidalarda 8000’den fazla fenolik bilesik vardir (Guo ve ark., 2009). Fenolik bilesikler pek



cok gidada (bal, polen) bitkisel iiriinlerde dogal olarak bulunan ve bu gidalarin renk, tat,
koku gibi ¢esitli karakteristik 6zelliklerinden sorumlu olan fitokimyasallardir (Tang ve
ark., 2016).

Fenolik bilesikler temelde flavanoid ve flavanoid olmayanlar olmak tizere 2 sinifa ayrilir.
Flavanoid olmayanlar; fenolik asitler (C6-C1; kafeik asit, gallik asit vb.), stilbenler (C6C2-
C6; resveratrol, piceid vb.) ve lignanlar (C6-C3-C3-C6) olarak ayrilmaktadirlar (Ozdemirli
ve Kamiloglu Bestepe, 2022). Flavanoidler ise flavanoller (katesin, proantosiyanidinler
vb.), flavonoller (kuersetin, mirisetin vb.) ve antosiyanidinleri (siyanidin, malvinidin vb.)
iceren alt gruplara ayrilmaktadir (Shahidi ve Yeo, 2016). Fenolik asitler, karboksilik asit
grubu iceren fenol grubudur. Fenolik asitler; hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit
tiirevleri olmak tizere iki farkli yapiya sahiptir. Temel iskelet yapis1 ayni olup yapisindaki
hidroksil gruplarin sayis1 ve aromatik halkadaki pozisyonu fenolik asitlerinin tiirleri
arasindaki ¢esitliligi saglamaktadir (Shahidi ve Yeo, 2016). Hidroksibenzoik asit gibi
turleri; protokatesik asit, gallik asit, phidroksibenzoik asit olup; hidroksisinnamik asit
tiirleri ise kafeik asit, kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit olarak gruplandirir ( Shahidi ve

Yeo, 2016). Fenolik bilesiklerin iskelet yapilar1 Sekil 2.7 de verilmistir.
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Sekil 2.6. Fenolik bilesiklerin iskelet yapist (Shahidi ve Yeo, 2016)



Fenolik bilesikler bitkiler igin karakteristik 6zellikte olup, genellikle serbest olmayip ester
veya glikozit formunda bulunur (Vermerris ve Nicholson, 2008). Bitkilerin yapisinda yer
alan fenolik asitlerin bir¢ogu ester, eter veya asetal baglar ile bitkinin yapisinda bulunan
bilesiklere bagli halde bulunurken yalnizca az miktar1 serbest asit halinde bulunmaktadir.
Bu durum fenolik asit analizlerini daha karmasik hale getirir (Robbins, 2003). Meyve,
sebze ve tahillarda tohum, yaprak, kok ve govde kisimlarinda hidroksibenzoik ve
hidroksisinnamik asit tiirevleri bulunur. Bitkinin yetisme kosullar1 bir¢ok faktorden
etkilenmis olup fenolik asit igerigi lizerinde etkisi olmustur. Bu durum fenolik asitlerin

bitkilerde homojen olarak dagilmamasina neden olmustur (Robbins, 2003).

Beslenme tiiriine gore giinliik fenolik asit alim1 25 mg -1 g araliginda degismektedir (Dai
ve Mumper, 2010; Myhrstad ve Wolk, 2023). Fenolik bilesikler antiallerjik,
antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antitrombotik
gibi bir¢ok olumlu etkisi olup kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, osteoporoz, diyabetes
mellitus ve ndrodejeneratif gibi hastaliklarda koruyucu rol oynamaktadir (Scalbert ve ark.,
2005). Proteinlerin fenolik bilesenlerle etkilesmeleri biyoyararlilik ¢alismalari kapsaminda

incelenmektedir (Bandyopadhyay ve ark., 2012; Shahidi ve ark., 2023).

2.6. Protein-Fenolik Kompleks Yapilar

Insan viicudunda birgok biyolojik aktiviteye sahip olan fenolik bilesiklerden yiiksek
diizeyde faydalanabilmek icin diger molekiillerle etkilesimlerinin bilinmesi 6nem
tasimaktadir. Fenolik bilesikler sahip olduklar1 aromatik halka ve hidroksil gruplarindan
dolay1 hidrofobik ve hidrofilik etkilesim gostererek, hidrojen ve kovalent baglarla hiicre
duvarina ve ortamdaki protein, karbonhidrat, lipit gibi yapilarina baglanabilme yetenegine
sahiptirler. Fenolik bilesiklerle makromolekiil kompleksleri arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler hidrojen baglart ve hidrofobik etkilesimlerden kaynaklanip kovalent
etkilesimlerin temelinde enzimatik oksidasyon mekanizmasi yer almaktadir. Fenolik
bilesikler yiiksek protein ilgisine sahip oldugundan dolay1 protein molekiillerinin ig¢
bolgesine sizabilecek kadar kiicilik, peptit zinciri ile fazla bag yapacak kadar da biiyiik
yapilardir.  Fenolik bileslikler ve proteinler arasindaki etkilesimin temelinde farkl

mekanizmalar etkili olup bunlar ise hidrojen baglama, n-baglama, hidrofobik, iyonik ve



kovalent baglanmadir (Hasni ve ark., 2011; Mulaudzi ve ark., 2012). Polifenollerin

besleyici etki 6zelligi proteinleri ¢oktiirmesi ve baglamasi esasina dayanmaktadir.

Protein ve polifenoller arasindaki etkilesim 3 kisimda incelenmektedir.
I.  Polifenol molekiilleri, proteinlere eklendikten sonra proteinlerin

peptitleriile bag kurmasi

Il.  Polifenol miktarinin yetersizliginde ise iki peptit molekiilii polifenol
kaplidimerler olusturup ve ¢okme meydana getirebilmesi
I1l.  Polifenoller ile proteinlerin reaksiyonun, daha biiyiik kompleksler
olusturmasi
Protein-Fenolik Kompleksinde etkilesim proteinlerin hidrofobik bdlgeler sayesinde fenolik
bilesiklerle kompleks olusturmakta olup bu etkilesiminin temelinde fenoliklerin aromatik
halkast (-OH gruplan) ile proteinlerin hidrofobik bdlgeleri (-COOH gruplar1) arasindaki
kovalent olmayan etkilesimlere dayanir (Diniz ve ark., 2008; Le Bourvellec ve Renard,

2012).
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Sekil 2.7. Protein ve Fenolik Etkilesimi (Charlton ve ark., 2002)



Protein-fenolik kompleksini birden ¢ok faktor etkiler. Bu faktorlerin basinda sicaklik, pH,
protein tipi ve konsantrasyonu, fenolik bilesiklerin yapisi ve konsantrasyonu, tuz
konsantrasyonu ve bazi ajanlarin eklenmesi siralanabilir (Oliveira ve ark., 2015).
Proteinlerle  fenolik  bilesiklerin  kompleksinde izikokimyasal Ozellik olarak
siralayabilecegimiz ¢oziinebilirlik, 1s1l stabilite ve sindirilebilirlik gibi degisimler meydana
gelmektedir. Proteinlerin besleyici 6zellikleri proteaz inhibisyonundan ve aminoasitlerin
modifikasyonundan kaynakli farklilik géstermektedir. Protein yapisinin yaninda gidanin
fenolik yapisi, serbest polifenol igerigi, antioksidan kapasitesi ve gidadaki fenolik

bilesenlerin biyoyararlig1 da degisebildigi gézlemlenmistir ( Thongkaew ve ark., 2014).

Protein-fenolik arasinda olusacak komplek yapimin saglikla olan iligkisinden s6z edecek
olursak protein sindirilebilirligi yapinin tiirtine baglh olarak artmakta veya azalmaktadir.
Fenolikler proteinlerin yapisini, kalitesini, duyusal oOzelliklerini ve fonksiyonelligini
degistirmektedir. Kompleks yapidaki proteinler besinsel kayiplari, esansiyel
aminoasitlerin  yikim1  proteolitik ve glikolitik enzimlerin inhibisyonu ile
iligkilendirilmektedir. Bu durum ozellikle proteince zengin olmayan diyetlerde biiytik
problemlere yol acabilmektedir.

Protein ve fenolikler arasindaki etkilesiminin dl¢iilmesinde kullanilan yontemler arasinda
Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon Iyonizasyon-Ucus Zamanli Kiitle Spektroskopisi,
Kiitle Spektroskopisi, Niikleer Manyetik Rezorans Spektroskopisi (NMR), Florasan
spektroskopisi, FT-IR spektroskopisi (Fourier transform kizilotesi), Mikrokalorimetri,
Enzim Inhibisyonu, Protein Coktiirme, Kapiler Elektroforez, Bulaniklilik ve Nefelometre

seklinde siralanmaktadir (Freitas ve ark., 2003).

Zhang ve ark., farkli protein ve fenolik tiirleri olan a-laktalbumin ve B-laktalbumin ile
klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit ve kumarik asidin interaksiyona etkisini incelemek
amaciyla arastirma yapilmistir. Yapilan ¢aligmada baglanma modu, baglanma sabitleri ve
peyniralti suyu proteinlerinin yapisi lizerine kompleks olusturmanin etkilerini incelemek
amaciyla Floresans, CD ve FTIR spektroskopilerini kullanilmistir. Caligmanin sonucunda
peynir proteinlerinin yapisinin degistigini ve oa-heliks miktarinin azaldigi, p-diziminde

artisin oldugu rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2013).



Gallo ve ark. yaptiklar ¢aligmada siit proteinleri ile kakao polifenollerinin birbirine etkisi
aragtirllmistir.  Yapilan g¢alismada whey proteinleri ve kazein formlarinin kakao
polifenollerine baglandig1r  goriilmiistiir. Katesin, epikatesin, p-laktoglobulinin
interaksiyon yapist ve baghi oldugu bolgedeki aminoasit kalintilarinin oldugu
gozlemlenmistir (Gallo ve ark., 2013). Yukarida belirtilen bu sonuglar, protein-fenolik
etkilesimlerin, elde edilen iiriinlerin kalite &zelliklerini nasil etkiledigini gostermektedir.
Bu tiir etkilerin biyoaktif ve fonksiyonel ozelliklere sahip yiiksek kaliteli gidalar1 elde

etmek i¢in uyarlanabilir.

Yapilan bir bagka ¢aligmada proteince zengin gidalarin, fenolik bilesiklerin biyoyararlilig
ve antioksidan aktivitesi lizerine etkisi in vitro ortaminda arastirilmistir. Siit ve yumurta
iirlinleri iziim ekstrakti ile zenginlestirilmistir. Endiistriyel ortamda tatli, milkshake, omlet
ve pankeke islenen iirlinlerin agiz, mide ve bagirsak kanalindaki degisimi izlenmistir.
Gidalarda 6zellikle antosiyaninlerin bagirsak fazina bozulmadan ulagmis olup antioksidan
aktivite bagirsak kanalinda azaltmistir. Omlet sindirim sonrasinda diger iiriinlere kiyasla
daha yiiksek oranda fenolik icerigi ve antioksidan aktivite degerleri elde edilmistir (Li ve

ark., 2021).

Bu calismada yeni bir hidrofobik karakterli monolitik nano-kolon hazirlanmis ve
karakterize edilmistir. Gelistirilen monolit kullanilarak B-CN igin yeni bir tayin metodu
gelistirilmistir ve B-CN’nin baz1 fenolik bilesenlerle etkilesimi incelenmis makromolekiiler

yap1 olusturmasi sureti ile allerjen etkinliginin diistiriilmesi amag¢lanmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Alet ve EKkipmanlar

Kromotografik analizleri i¢in Proflow nano-LC (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
series- NCS, 3500 RS) sistemi kullanildi. Dedektor (Thermo Scientific Dionex Ultimate
3000 series- VWD-3400 RS), otosampler (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 series-
WPS-3400 RS), pompa (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 series- NCP-3200 RS)
ekipmanlardan olugmaktadir. Analizde kullanilan diger ekipmanlar ise ultra saf su cihazi
(Direct-QR-3) millipore corporation (Billerica, MA, ABD), 100 pm ID ve 363 um OD'ye
sahip TSP050375 fused kapiler kolon (Lot: BUHTO2A, BGB Analitik) yiiksek saflikta
aritilmig su igin LC-pak® (No: LCPAKO000) ,Taramali elektron mikroskobu (SEM Zeiss,
Evo-50), karistirici (vorteks) (WN-2800), hassas terazi (HR250AZ (252 g/ 0.1 mg), su
banyosu (WF-SB11), ultrasonik su banyosu (WUC-DO6H Wisd, Daihan Scientific
(Korea), santriifiyj HERMLE (2327 K), 15 mL falkon santrifiij tiip (Lot:18229)
Biomedical,China), pH metre (Thermo Orion Star A 111), siringa filtre (0,20 pm)
(Lot:02821008), corning NY 14831 (Almanya), otomatik pipet, eppendorf, cam deney tiipii
(14 ml) ,santrifiyj tiipi, kesici, septum ve GC septa kullanildi.

3.2. Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Asetonitril (ACN% 99 LC-MS Grade), 1-dodecanol (Lauryl alkol), metanol (MeOH) (%99
LC-MS Grade), benzoik asit, 4-hidroksi benzoik asit, P-toluen benzoik asit, 4-kloro
benzoik asit, 2-5 dihidroksi benzoik asit, 3-5 dihidroksi benzoik asit, askorbik asit, AIBN
(2,2’-Azobisisobutyronitrile) ve alkilbenzenler (etilenbenzen, propilbenzen, biitilbenzen,
pentilbenzen) Merck’den (Darmstadt, Almanya), sodyum hidroksit (NaOH) Biontech Co.
Ltd.’den B-CN (>%98 Lfcot: C6905) toluen (>%98) divinil benzen (DVB), 3-trimetoksilil
propil metakrilat (TMSPM, %098), poli(etilenglikol) (PEG Lot:BCCD8009) Sigma
Aldrich’den, Aseton(Lot: 17F154029) VWR Chemicals’dan 100 um ID ve 363 pm OD'ye
sahip TSP050375 fused kapiler kolon (Lot: BUHTO02A ), BGB Analitik’den satin alindi.

9-Antrasenmetil metakrilat (ANM) monomer laboratuvarda sentezlendi.



3.3. Deneysel Yontem

3.3.1. Monomer Sentezi

ANM sentezi literatiire gore yapilmistir (Zhang ve ark., 2014 ). Sentez 50 mL lik balon
joje igerisinde 9-antrasenol kuru CH>Cl, (Diklorometan ) igerisinde ¢ozdiiriildi ve 1,5 mL
trietilamin (EtsN) eklendi. Reaksiyon 0°C'de 24 saat buz banyosunda gergeklestirildi. 10
ml CH,Clz igerisindeki metakriloil kloriir, 30 dakika boyunca damla damla huniye eklendi.
Reaksiyon karisimi gece boyunca karistirilarak oda sicakligina getirildi. Reaksiyonun
tamamlanip tamamlanmadigi TLC ile kontrol edildi. Reaksiyon karisimi 30 mL sulu
sodyum bikarbonat (NaHCO3), su ve tuzlu su ile yikandi. Sodyum siilfat (Na>S0s)
ortaminda kurutuldu, filtrelendi ve solvent vakumla buharlastirildi. CH2Clo/hekzan (%25)
kolon kromatografisi teknigi ile tekrar saflastirildi ve ANM elde edildi.

3.3.2. Kolon Silanizasyonu

Silanizasyon islemi kapiler kolonun polimerizasyon asamasindan once bir 6n hazirlama
islemi olup kolonun i¢ duvarindaki hidrolize olmus silanol gruplarinin yogunlastirilmasi
saglayan yontemdir. Kapiler kolonun i¢ ylizeyindeki siloksan gruplari, polimerizasyon i¢in
baglayict gorevi goéren silanol gruplarinin yogunlugunu artirmak i¢in vinizilasyon
nedeniyle on islem yapilir. Silanizasyon isleminde yiiksek basinca dayanikli ve stabil
kolon hazirlayip polimerin i¢ kismina kovalent baglanmasini1 saglamaktir (Aydogan ve
ark., 2013). Silanizasyon islemi literatiirdeki ¢alisma baz alinarak yapilmistir (Aydogan,
2016). Silanlama yapilmak iizere ilk oncelikle 100 cm uzunlugunda fused kapiler kolon
kesici kullanilarak kesildi. Silanlama isleminden 6nce 0,5 M NaOH ve TMSPM, MeOH
ile %50-50 oraninda karistirilarak hazirlandi. Silanizasyon islemi i¢in 1 mL’lik siringa
kullanildi. Her asama i¢in farkli siringalar kullanildi.  Silanlama i¢in 6ncelikle bos kapiler
kolon 15 dk boyunca 0,5 M NaOH ardindan 15 dk siireyle deiyonize su kullanilarak
yikandi. Sonraki adimda ise sirasiyla kolondan 15 dk MeOH ve %50-50 oraninda
hazirlanan TMSPM/MeOH karisimi kolondan gegirilip kolonun her iki ucu septum ile
kapitilarak 6nceden ayarlanmis 35°C su banyosunda 18-20 saat bekletildi. Ayarlanan siire
sonunda su banyosundan ¢ikarilan kolon 15 dk boyunca metanol ile yikandi. Bu asamadaki

amag kapilerin i¢ duvara baglanamamis yapilarin kolondan arindirilmasidir. Kolonu



kurutmak i¢in 15 dk aseton ile yikandi. Islem sonunda kolonlar tamamen kurutulmasi igin

55 °C 24 saat etiive birakildi.

Sekil 3.1. Kolon Silanizasyonu islem basamaklar1

3.3.3. Monolitik Kolon Sentezi

Monolitik kolon hazirlamak i¢in, ilk olarak dnceden silanlanmig 100 pm i¢ ¢aplt 20 cm
uzunlugunda kapiler kolon kesildi. Bu tezde f-CN analizi i¢in ters faz monolit kolonlar
hazirlanarak kullanildi. Polimer soliisyonunu hazirlanmak i¢in %41,86 (v/v) DVB,
%11,63 (v/v) siklohegzanol, %46,51 (v/v) 1-dodekanol, 15 mg ANM, 2,4 mg AIBN
epandorf igerisinde hazirlandi. Homojen karigim elde etmek i¢in 5 dk boyunca ultrasonik
su banyosunda homojenize edildi ve son olarak vorteksde karistirildiktan sonra hazir hale
getirildi. Polimerizasyon karisimi 0,5 mL'lik siringa yardimiyla silanlanmis i¢ ¢ap1 100
pum’lik kolona enjekte edildi. Kolonun her iki ucuna septum kapatilarak polimerizasyon
i¢in 75°C’de 6nceden 1siltilmis su banyosunda 4 saat bekletildi. Polimerizasyondan sonra
kolon, reaksiyona girmemis polimerleri uzaklastirmak amaciyla 1,2ul akis hizinda 1 saat
boyunca. Mobil faz A, 85:15 (ACN/H20) Mobil faz B, 50:50 (ACN /H20) yikamasi
gergeklestirildi (Sekil 3.2). Kolonun hidrodinamik 6zelligine bakildi.
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Sekil 3.2. 100 pm i¢ ¢apli 20 cm ANM monolitik kolon sentez asamalari




3.3.4. Numune Hazirlama

Alkilbenzen ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 8 mL ACN igerisine etilenbenzen, propilbenzen
toluen, biitilbenzen, pentilbenzen eklenip vortekste karigtirildi. Karistma 1 mg urasil
eklenerek vortekslendikten sonra 2 ml ultra saf su eklenerek ultrasonik su banyosunda 5
dk bekletildi.

B-CN ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 mL %50 ACN/H20 karisiminin igerisine farkli miktarda
B-CN ¢ozdiiriilerek stok ¢ozeltisi hazirlandi. Fenolik asitler (4-hidroksi benzoik asit, P-
toluen benzoik asit, benzoik asit, 4-kloro benzoik asit, 2-5 dihidroksi benzoik asit, 3-5

dihidroksi benzoik asit) yogunlugu 0,05-0,2 mg/mL olarak hazirlandi.

B-CN fenolik bilesiklerle etkilesimi i¢in 20 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7)
hazirlandi. %50 ACN ile karistirilip igerisine 2 mg B-CN eklendi daha sonra iizerine 0,5
mg sodyum dodesil siilfat (SDS) eklendi ve hazirlanan ¢ozelti tiim fenolik bilesiklerle
etkilesime konuldu. Tiim fenolik bilesiklerdens 500 pl ultra saf suda ¢ozdiiriildii.

Hazirlanan tiim numuneler analize kadar + 4°C muhafaza edildi.




Sekil 3.3. Numune Hazirlama islemine ait resimler



3.3.5. Siitiin Ekstraksiyonu

Siit numunesi, iki farklt markaya ait ticari olarak satilan Bingdl’de bulunan yerel
marketlerden temin edildi. Calismamizda B-CN ultrasantriifiij ile izolasyonuna literatiirde
yapilan c¢alismalarin degerlendirilmesi sonucu uygun kosullar olusturuldu. B-CN
izolasyonu i¢in silit numuneleri toplandi. Numuneler 5 mL’lik 2 ayr1 falcon tiipline
boliindii. Birinci asamada 5 mL falcon tiipiine konulan iki farkli siit 6rnegi 30°C 15 dakika
boyunca su banyosunda bekletildi. Belirtilen siire sonunda bekletilen siit numuneleri 5000
rpm de 15 dk 4 °C’de ultrasantriifiij edildi.

Diisiik yogunluklu siit yag1 en iistte ortada ise slipernetant olarak adlandirilan sivi kisim ve
en altta yiiksek yogunluklu siit proteinler vb. bilesenler faz ayrimina ugradi. Bu asamada
stvi kismi uzaklastirildi ve 6rnegin tizerine 6 mL ultra saf su eklenildi. Sonraki adimda ise
30°C 5 dk boyunca su banyosunda bekletildi. Siire sonunda falcon tiipiinde olusan
stipernetant kisim uzaklastirilip 6 mL saf su eklendi ve siit numunesi tekrar 500 rpm de 15
dakika 4°C santrifiijlendi. Falcon tiiplerindeki siipernatan siringa yardimiyla 0,20 um
gozenek capina sahip filtreden siiziildii. Filtreden siiziilen 6rnek 1:1, 1:2, 1:4 oraninda
seyreltildi. Tiim 6rneklerin spikler: 20 mg/L ve 100 mg/L i¢in yapildi. Son adimda elde

edilen analiz edilmek tizere 4°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.4. Siitten B-kazein ekstraksiyon asamalari



5 mL farkli siit 6rnegi Su banyosu 30 °C 15dk

Siit numunesinin 5000 rpm de 15 dk 4°C’de ultrasantriifiijlendi.

Sekil 3.5. Siit ekstraksiyon islemine ait resimler



3.3.6. Kromatografik Kosullar

Kromatografik ¢alismalar, Nano-LC NCS-3500 RS ProFlow-(Thermo Scientific Dionex
Ultimate 3000 series) sisteminde yapildi. Analiz edilecek bilesikler i¢in B-CN standart
cozelti konsantrasyonlar1 0.2- 100 mg/L araliginda hazirlandi. Analizde hidrofobik yapiya
sahip ANM monoliti kullanildi. Hareketli faz olarak (Hareketli Faz A : 85:15 (ACN/H20)
Hareketli Faz B: 50:50(ACN/Hz0 ) kullanildi. Alkilbenzen ayriminda injeksiyon hacmi
0,01,Hareketli Faz: 80:20 (ACN/H20 ) olarak ayarlandi. Dedektoriin dalga boyu 200-254

nm arali§inda ayarlandi.

Tablo 3.1. Kromotogram analizi i¢in flow gradient uygulamasi

Zaman (dk ) Akis (L /dk) % B Curve injeksiyon Hacmi
(uL)
0,000 0,300 20,0 5 0,3
9,900 0,300 40,0 5 0,3
10,000 0,500 45,0 5 0,3
19,900 0,500 50,0 5 0,3

20,000 0,300 20,0 5 0,3

30,000 0,300 20,0 5 0,3




4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. 9-Antrasenmetil Metakrilat (ANM) Karakterizasyonu

ANM asagida verilen kimyasal tepkime sonrasinda %82 verimle elde dilmistir.

0 NaBH, Q 0‘2«:

e *
MeOH El&N GHzC'E

Q from 0°C to reflux from 0°C to rt Q

A-CHO (1B) AM-OH (2B) ANM

S
Sekil 4.1. ANM(9-Antrasenmetil Metakrilat ) elde edilmesi

9-antrasen aldehit kullanilarak antrasen-9-ylmethanol (2B, AM-OH) sart kati
maddedsolarak elde edildi. Proton NMR sonuglari verildigi sekildedir. 1H-NMR (400
MHz, CDCI3):  8.41-8.49 (m, 3H, =CH), 8.02-8.06 (m, 3H, =CH), 7.49-7.59 (m, 4H,
=CH), 5.69 (m, 2H, CH2). ANM i¢in 1H-NMR (400 MHz) ve APT 13C-NMR (100 MHz)
spektrumlart verilmistir. ~ Karakterizasyon pikleri asagidaki sekildedir. Antrasen-9-
ylmethyl methacrylate (82%) sar1 katt madde olarak elde edildi. 1H-NMR (400 MHz,
CDCI3): & 8.50 (s, =CH, 1H), 8.40 (d, J = 8.5 Hz, =CH, 2H), 8.03 (d, J = 8.5 Hz, =CH,
2H),7.56-7.60 (m, 2H, =CH), 7.48-7.52 (m, 2H, =CH), 6.23 (s, 2H, O-CH2), 6.07 (s, 1H,
C=CH), 5.52 (s, 1H, C=CH), 1.93 (m, 3H, CH3); APT 13C-NMR (100 MHz, CDCI3): §
18.61 (CH3), 59.38 (CH2), 124.27 (CH), 125.33 (=CH), 126.29, 126.61, 126.83, 129.32,
129.37, 131.33, 131.60, 136.65, 167.85.

4.2. Monolitik Kolon Karakterizasyonu

Tez calismasi kapsaminda siit numunelerinde bulunan alerjen proteini olan B-CN nano-

LC’de kromotografik analizi i¢cin ANM bazli hidrofobik monolitik nano-kolon



sentezlenmistir. Hazirlanan kolon literatiirde yer alan polimer monolit kolon hazirlama
esasina gore olusturulmus ve optimize edilmistir.

Nano-LC sisteminde monolitik kolon tiirlerinin  yiiksek verimli  ayirmanin
gergeklestirilmesi onemlidir (Aydogan, 2019b). Yeni bir monolitin hazirlanmasinda
monomer icerigi, ¢apraz baglayici icerigi ve parojenik icerigin se¢imi gibi temel
degiskenlerin optimizasyonu gerekmektedir. S6z konusu bu parametreler monolitik
kolonlarin fiziksel ve kimyasal bilesimi ile ilgilidir. Bu tezde 100 pm i¢ ¢apli, 20 cm
uzunlugunda ANM monolit olusturmak i¢in farkli oranlarda monomer ve parojen igeren
polimer karisimi hazirlanmistir. Parojen sistemi olarak Siklohekzanol (%11,63 (v:v), 1-
Dodekanol (%46,51(v:v) kullanilmistir. ANM bu porojen sisteminde homojen bir sekilde
¢Ozlinmiis ve daha Once silalanmis bos kolonun i¢ine doldurulmus 75°C’de 4 saat
polimerlesmenin gerceklesmesi i¢in su banyosunda bekletilmistir. Hazirlanan ANM

monoliti akigtan 6nce ve akistan sonra optik mikroskop goriintiileri alindi1 ve goriintiilerde

polimerlesmenin iyi oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. ANM monoliti akistan dnce (a) ve akistan sonra (b) mikroskop goriintiileri

ANM monolitik kolonun mekanik stabilitesi, nano-LC sisteminde %80 ACN ve %20 H.0
hareketli fazi ile farkli akiglarda kolon geri basincinin (AP) 6lgiilmesi ile degerlendirilmistir
(Sekil 4.3). Kolonun akis hizinin arttirilmasi ile geri basing artmistir. Bu artis dogrusal
olarak gerceklestigi gozlemlenmistir. Akis hiz1 ve kolon geri basinci arasindaki iliski R
ile ifade edilmektedir. R? degeri 0,9998 olarak bulunmustur. Boylelikle aralarinda
dogrusal bir iliski oldugu gézlemlenmistir. S6z konusu bu dogrusal iliski kolonun mekanik

dayaniminin iyi oldugunu gostermistir.



R?=0,9998

AP(bar)

0,8 ! 1,2

Flow Rate (uL/min)

Sekil 4.3. ANM monolitik kolonun geri basincina kargi akig hizinin kalibrasyon grafigi (Kromotografik
kosullar mobil faz: % 80 ACN, %20 H20 (v/v ), injeksiyon hacmi 0,01 ul, dalga boyu 200 nm, kolon i¢
¢apt 100 pm, kolon uzunlugu 20 cm.)

Kolonun morfolojik yapisini degerlendirmek monolitin SEM goriintiileri alinmistir. SEM
analiz sonucunda kolonda iyi bir homojenizasyon goézlenmistir. Sekil 4.4’de ANM
monolitik kolonunun iki farkli biiylitme seviyesindeki SEM goriintiilerini gosterilmistir.
Sekil 4.4 de gosterildigi gibi, polimer kolon ylizeyi tizerinde siki bir sekilde kaplanirken,
100 nm'den kiiciik nano yapilar elde edilmistir (bkz. Sekil 4.4 B). Monolitlerin gézenek
yapist ayirma performansini etkilerken, mezo gozeneklerin eksikligi numunenin asirt

yiklenmesine neen olmaktadir.

SEM goriintiilerinde gosterildigi gibi birbirine bagli makro gbézenekler, proteinler gibi hem

kiiciik hem de biiylik molekiiller i¢in hizli kiitle transferine izin verebilmektedir.



Sekil 4.4. ANM monolitik kolonun A(5000x ) ve B(10000x) biiyiitmeli SEM goriintiileri

Hidrofobik kolonunun etkilesme davranisinin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan urasil ve polar olmayan alkilbenzen tiirevi (ABs) olarak metilbenzen, etilbenzen,
propilbenzen, butilbenzen ve pentilbenzen seg¢ilmistir. ABS analizi nano-LC sisteminde
ANM monolit kolon kullanilarak yapilmigtir. Bu ayirimda kromatografik kosullar, %80
ACN ve %20 H20 (v/v ),akis hiz1 600 nL/dk, injeksiyon hacmi 0,01 ul, dalga boyu 200 nm
seklinde olusturulmustur (Sekil 4.5). ABs ler yiiksek ACN (%80) igerikli hareketli faz
kullanilarak iyi ayrildig1 goézlenmistir. Burada monolitik yap1 ve alkilbenzen yapilarinda
bulunan aromatik yapilardan kaynakl n-n etkilesimlerinin yogun oldugu goriilmektedir.
Bu baglamda, ANM monoliti ile kolonun yiiksek hidrofobisite i¢erdigini gostermektedir.
Kromatografik ayirimda pik siralamasi metilbenzen, etilbenzen, propilenzen, butilbenzen

ve pentilbenzen seklinde gézlemlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Alkilbenzenlerin ANM monolitik kolonda kromatografik ayrimi: Kromotografik kosullar hareketli
faz %80 ACN, %20 H,O (v/v ) ,akis hiz1 600 nL/dk, injeksiyon hacmi 0.01 pl, dalga boyu 200 nm, kolon i¢
¢apt 100um, kolon uzunlugu 20 cm. Pik siralamasi 1)urasil, 2)metilbenzen, 3)etilbenzen, 4)propilbenzen,
5)butilbenzen ve 6)pentilbenzen

4.3. Nano-LC Sisteminde p-CN Tayini i¢cin Metod Gelistirilmesi

ANM monolitik kolon kullanilarak, B-CN‘in nano-LC sisteminde analizi yapilmustir. lk
olarak kromatografik kosullar optimize edilmistir. Burada opmizasyon caligmalari
ozellikle B-CN’in yapisinda bulunan 209 aminoasit ve 23.980 kDA molekiil agirlikli yapisi
ve hidrofobik karakteri dikkate alinarak ters-faz kromatografik kosullar uygulanmistir.
ProFlow nano-LC sisteminde ANM monolitik kolonu kullanilarak blank soliisyon ve [3-

CN igeren soliisyon sisteme verilmistir. Ters-faz kromatografik kosullar altinda ve 300-



500 nL/dk akista etkin sonuglar elde edilmistir. B-CN standardi farkli konsantrasyonlarda

hazirlanarak nano-LC de analiz edilmistir (Sekil 4.6).

Analiz 200-244 nm, injeksiyon hacmi 0,30 pL, 30 dakikada 300-500 nL/dk akislarda
yapilmistir (Tablo.3.1). ANM ters-faz monolitinde B-CN dedeksiyonunun iyi oldugu
gozlemlenmistir. Blank soliisyonda herhangi pik g6zlenmezken 20 ppm B-CN etkin olarak
kromatogramda gozlenmistir (Sekil 4.6). Burada, 6zellikle ANM monolitin yapisinda

bulunan aromatik yapinin B-CN ile etkin - etkilesimleri gosterdigi vurgulanmalidir.

T YT T T I T WY
H2 . Proten- 180723 w107

A

1

Sekil 4.6. -CN blank (kirmiz1 line) ve 20 ppm kromatogrami (mavi line). Kromotografik kosullar: mobil
faz A %50/50 ACN/H20 (v/v ), mobil faz B %90/10 ACN/H0 (v/v ), akis hiz1 300-500 nL/dk, injeksiyon
hacmi 0,30 pl

Literatiirde yapilan bir ¢alismada HPLC sisteminde florimetrik dedektérde B-CN calisilmis
ve tespit edilememistir (Palomino ve ark., 2014). LC-MS sisteminde (Liu ve ark., 2023)

ve UPLC-HRMS sisteminde (Fuerer ve ark., 2019) yapilan ¢alismalarda B-CN tespiti
yapilmistir.  Bu calismalar dogrultusunda B-CN tayinin yiliksek hassasiyet ve yiiksek



verimli ayirma etkisi gosterdigi goriilmektedir. Bu caligma kapsaminda nano-LC/UV
dedektorii kulanilarak B-CN tayini i¢cin metod gelistirilmis ve B-CN tespit edilmistir.
Literatiirde yiiksek ppm ve iizeri diizeylerde B-CN tayini ¢alismasi yapildigi ve gelistirilen
metodun LOD degeri 0,02 mg/L olarak bulunmus ve bazi B-CN varyantlarin 0,05 mg/L

diizeylerinde oldugu goriilmiistir.

Tablo 4.1. B-CN i¢in nano-LC/UV sisteminde validasyon parametreleri

Analit LOD LOQ R2 Precision (RSD
mg/L mg/L %)a
Inter day Intra day
B-CN 0,02 0,2 0,9990 1,7 272

LOD: dedeksiyon limiti ; LOQ: kantitatif limit ; a) RSD (n=5).

LOD, LOQ ve RSD validasyon parametreleri ile yontem dogrulamasi, gelistirilen monolit
ile nano-LC kullanilarak analiz edildi. Tekrarlanabilirligi degerlendirmek amaciyla, blank
numunelere numunelerine 0,02-5000 pg/kg konsantrasyon seviyelerinde ekleme yapildi.
Tablo 4.1'de B-CN nin RSD degerleri goriilmektedir. Literatiire gore bu ¢alismada daha
hassas B-CN tayini gelistirilmis oldugu goriilmektedir.

4.4, Siitten B-CN Tayini

Her iki siit 6rnegi uygun kosullarda ekstraksiyon edilmistir. Standart B-CN tayini i¢in
kullanilan metod ProFlow-nano-LC-UV sisteminde ekstrakte edilen ticari iki siit 6rnegi
icin yapilmigtir. Nano-LC sisteminde ANM monolitik kolon (100 um i.d. x 20 cm’lik)
kullanilarak , %60-80 B mobil faz1 30 dakikada, 300-500 nL/dk akis hizi, injeksiyon hacmi
0,30 ul kromatografik kosullarda ¢alisilmistir.

M1 numuneleri ekstrakt (M1), 1, 1:2 ve 1:4 oraninda seyreltilerek nano-LC sisteminde [3-

CN kromatogramlar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.7). Seyreltme oran1 artmast ile B-CN igerigi



azalmistir. B-CN kromatogramlar1 UV dedektorde 200, 214 ve 254 nm dalga boylarinda

alinmis ve en iyi kromatogramlar 200 nm dalga boyunda gozlemlenmistir (Sekil 4.7).

i1 - Protein- 180723 #192 [manually integraied] M1
32 - Protein-180723 #195 [manually integrated] M1(1/4)
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Sekil 4.7. M1, M1 (1:2) ve M1 (1:4) siit 6rnekleri B-CN kromatogrami.(Kromotografik kosullar: mobil faz
A %50/50 ACN/H20 (v/v ), mobil faz B %90/10 ACN/H.0 (v/v ), akis h1z1300-500 nL/dK, injeksiyon hacmi
0,30 pl)

P1 Numuneleri ekstrakt (P1), 1:2 ve 1:4 oraninda seyreltilerek nano-LC sisteminde 3-CN
kromatogramlar gézlemlenmistir (Sekil 4.8). Konsantrasyonun oraninin artmastyla f-CN
icerigi azalmigtir. B-CN kromatogramlart UV dedektdrde 200, 214 ve 254 nm dalga

boylarinda alinmis ve burada en iyi kromatogramlar 200 nm dalga boyunda

gozlemlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. P1, P1 (1:2) ve P1 (1:4) siit 6rnekleri B-CN kromatogrami. Kromotografik kosullar: Mobil faz A
%50/50 ACN/H20 (v/v'), Mobil faz B %90/10 ACN/H20 (v/v ), akis hiz1 300-500 nL/dk, injeksiyon hacmi
0,30 pl, dalga boyu 200 nm

M1 ve P1 ekstraskt B-CN kromatogramlar: karsilastirildiginda B-CN konsantasronlari
birbirine yakin oldugu goézlemlenmistir. Konsantrasyon oraninin artmasiyla M1 ve P1
orneklerinde B-CN iceriginde dogrusal bir azalis gozlenmistir.  Literatiirde g/L
diizeylerinde siitte B-CN bulundugu rapor edilmistir (Montalbano ve ark., 2016).



Calismamizda M1 numunesinde daha diisiik B-CN varlig1 gozlenirken P1 numunesinde

daha yiiksek B-CN oldugu degerlendirilmistir.

4.5. Nano-LC Sisteminde -CN Fenolik Bilesiklerin Etkilesimlerinin Incelenmesi

Fenolik bilesikler, ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olan bitki sekonder metabolitleridir.
Proteinlerle etkilesime girerek yapilarini ve 6zelliklerini degistirdikleri bilinmektedir. Bu
nedenle bunlar arasindaki etkilesimler, gerek insan sagligina potansiyel faydalar1 gerekse
gida endiistrisi yonlerinden dolay1 giderek daha fazla ilgi gormektedir. Fenolik bilesikler
ve proteinler kovalent baglantilar yoluyla kompleksler olusturabilir ve hidrofobik,
elektrostatik, Van Der Waals kuvvetleri ve hidrojen baglar1 yoluyla kovalent olmayan
etkilesimler gosterebilir. Bu g¢alismada bazi fenolik bilesenlerin B-CN ile ekilesimleri
inclenmistir. B-CN ile fenolik bilesikler etkilemisime konularak ayni sistem ve metotla
incelenmistir. Fenolik bilesiklerin B-CN ile etkilesime girerek konjuge yapilar olusturdugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.9). Fenolik bilesiklerin B-CN ile kompleks yapilar olusturdugu

ve bunlarin alerjen etkiyi azalttig1 ayrica yararli yapilara doniistiigii 6n goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Fenolik bilesiklerin B-CN ile etkilesim kromatogrami. Kromotografik kosullar: Mobil Faz A
%50/50 ACN/H20 (v/v ), Mobil Faz B %90/10 ACN/H20 (v/v ), akis hiz1300-500 nL/dk, injeksiyon hacmi
0,30 pl, dalga boyu 200 nm

B-CN fenolik bilesiklerle etkilesimini hazirlanan tampon ¢ozelti varliginda incelendiginde

etkilesimin daha iyi oldugu gézlemlenmistir. Elde edilen sonuglar fenol-protein kompleksi



olusumunun olast mekanizmalarmin daha ¢ok yapisal etkilesimler icerdigi ve B-CN’in

polifenollerle baglanmasi ile farkli yapida kompleks bilesenlerin olustugu gézlenmistir.

Bitki fenolikleri proteinlere kovalent olarak veya kovalent olmayan sekilde baglanabilir ve
etkilesimlerin tiirii fenolik/proteinin mol oranma baghdir. Birkag fenolik bir protein
molekiiliine baglanabilir veya bir fenolik birkag protein bdlgesine veya protein molekiiliine
baglanabilir ve dolayisiyla etkilesimlerin sirasiyla ¢ok bolgeli veya ¢ok disli oldugu
bilinmektedir (Prigent ve ark. 2003) (Sekil 4.10).

Fenolik bilesikler Protein Fenolik—protein
konjuge

Sekil 4.10. Fenolik bilesiklerin proteinlerle etkilesimi

Fenoliklerin ve proteinlerin ¢ogunlukla geri doniistimlii bir etkilesim olan kovalent
olmayan baglanma yoluyla birbirlerine baglandiklarini ve etkilesimin daha sonra hidrojen
bagiyla stabilize edilebilecek hidrofobik birlesme ile olustugu gosterilmistir (Shahidi ve
Dissanayaka, 2023). Bir proteinin fenolik bilesikleri ve ndtr aminoasitleri arasinda
hidrofobik etkilesimler meydana gelirken, proteindeki yiiklii aminoasitlerle fenolik
bilesiklerin nitrojen veya oksijen ve hidroksil gruplari arasinda hidrojen bagi meydana
gelebilir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Polifenoller ve proteinler arasindaki baslica kovalent olmayan etkilesimler; yesil, kirmizi ve mavi
cizgiler sirastyla elektrostatik etkilesimleri, hidrojen bagini ve hidrofobik etkilesimi gosterir (Shahidi ve
Dissanayaka, 2023)

Birgok calisma, polifenollerin bu etkilesimler yoluyla proteine karsi giiclii baglanma
afinitelerine sahip oldugunu, bunun sonucunda yapilarini ve 6zelliklerini degistirdigini ve
polifenollerin biyoerisilebilirligini ve biyoyararlanimmi o6nemli Olciide etkiledigini
gostermistir (Li He, ve ark., 2021; Li, Ritzoulis, ve ark., 2021; Shahidi ve Dissanayaka,
2023).

4.6. B-CN Yiizey Hidrofobisitesi

Proteinlerin yiizey hidrofobitesi proteinlerin konformsyon ve fonksiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in 6nemlidir (Xu ve ark., 2016). Fenolik bilesiklerin varliginda f-CN in
yiizey hidrofobitesini hesaplamak i¢in asagidaki denklem kullanilmistir. Fenolik bilesikler
B-CN eklendiginde bu deger azalir (Sekil 4.12).

AUV
% AC

4.1)
Burada, So yiizey hidrofobitesi, AUV dedektoriin UV dalga boyu(nm), AC konsantrsyon
degeridir. Yiizey hidrofobitesi 4-dihidroksi benzoik asit, 2-5-hidroksi benzoik asit, bezoik
asit ve 3-5-hidroksibenzoik asit i¢in sirasiyla 1,273, 1,226, 1,099 ve 0,990 bulunmustur
(Sekil 4.12).



Yiizey hidrofobitesinde gozlemlenen azalma protein yapisinin degigsmesi ve protein
yiizeyinde agikta kalan hidrofobik bolgelerin azalmasiyla iligkilidir (Bi ve ark., 2016; Li ve
ark., 2018). 4-hidroksi benzoik asit digerlerine gore daha az etkilesim verirken 3-5 hidroksi
benzoik asit en iyi etkilesimi verdigi gozlemlendi. Elde edilen sonuglar fenolik bilesiklerin
iizerinde polar olmayan bolgeler oldugunu gosterdi. B-CN ylizeyindeki polar olmayan

bolgelere baglanan fenolik bilesikler proteinin genel yiizey hidrofobitesini azaltmistir.
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Sekil 4.12. B-CN yiizey hidrofobitesi



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada alerjen protein B-CN ig¢in nano-LC sisteminde ANM monolitik kolon
kullanilarak metod gelistirilmis ve siit numunelerinde uygulamasi yapilmistir. Ayrica bazi
fenolik bilesiklerle etkilesimine incelenmistir. ANM monolitik kolon i¢ ¢ap1 100 um ve
20 cm uzunlugunda hazirlanmistir. Monolit icerisinde polimerlesinin izlenmesi igin akig
oncesi ve akis sonrasi optik mikroskop goriintiileri incelenmis (Sekil 4.2) ve kolonun
morfolojik yapisini degerlendirmek i¢in SEM goriintiileri incelenmigstir. SEM analiz
sonucunda kolonda iyi bir homojenizasyon gozlenmistir (Sekil 4.4). Nano-LC sisteminde
ANM monolitik kolonun geri basincina karsi akis hizinin kalibrasyonu i¢in mobil faz: %80
ACN, %20 H20 (v/v ), injeksiyon hacmi 0,01 pl, dalga boyu 200 nm de farkli akislarda
kolon geri basincinin (AP) 6lgiilmesi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.3). Akis hiz1 ve kolon
geri basinc1 arasindaki iliski R? ile ifade edilmistir. R? degeri 0,9998 olarak bulunmustur.
Hidrofobik kolonunun etkilesme davranisinin degerlendirilmesinde alkilbenzenlerin
kromatogramina bakilmistir. Alkilbenzenler ANM monolit kolonda kromatografik ayrimi
hareketli faz olarak %80 ACN, %20 H20 (v/v ), akis hiz1 600 nL/dk, injeksiyon hacmi
0.01 pl, dalga boyu 200 nm de yapilmis ve pik siralamasi 1)urasil, 2)metilbenzen,
3)etilbenzen, 4)propilbenzen, 5)butilbenzen ve 6) pentilbenzen bulunmustur (Sekil 4.5).
ANM monolitik kolon kullanilarak, B-CN ‘in nano-LC sisteminde analizi yapilmigtir. -
CN standartindan farkli konsantrasyonlardan hazirlanan ¢ozeltiler nano-LC de analiz
edilmistir (Sekil 4.6). Analiz 200 nm, injeksiyon hacmi 0,30 pL, 30 dakikada 300-500
nL/dk akislarda yapilmistir (Tablo.3.1). ANM ters- faz monolitin de B-CN ayriminin iyi
oldugu gozlemlenmistir. Blank soliisyonda herhangi pik gézlenmezken 20 ppm B-CN
etkin olarak kromatogramda gozlenmistir (Sekil 4.6).

M1 ve P1 siit 6rneklerinde belirlenen ekstrasiyon yontemiyle ektrakte edilmistir ve her iki
ornekte 1:2 ve 1:4 oraninda seyreltilmistir. B-CN tayini i¢in kullanilan metod ile bir UV-
VIS dedektoriine bagli ProFlow-nano-LC-UV sisteminde kromatogram analizi yapilmistir.
Nano-LC sisteminde daha once sentezlenen ANM monolitik kolon (100 pm i.d. x 20
cm’lik), %60-80 B mobil faz1 30 dakikada, 300-500 nL/dk akis hizi, injeksiyon hacmi 0,30
ul ve 200 nm dalga boyuyla ¢alisilmistir. Her iki siit 6rneginde seyreltme artmasi ile f-CN



icerigi azalmistir. B-CN ile bazi fenolik bilesikler etkilemisime konularak ayni sistem ve
metotla incelenmistir. Fenolik bilesiklerin B-CN ile etkilesime girdigi gdzlemlenmistir
(Sekil 4.9). Proteinlerin konformasyon ve fonksiyonel 6zelliklerinin belirlenmesi igin
yiizey hidrofobitesi hesaplanmistir. Yiizey hidrofobitesi 4-dihidroksi benzoik asit, 2-
5hidroksi benzoik asit, bezoik asit ve 3-5hidroksibenzoik asit igin sirastyla 1,273, 1,226,
1,099 ve 0,990 bulunmustur (Sekil 4.12). Bu calismayla birlikte alerjen etkiye sahip
proteinlerin nano-LC sistemde arastirilmasi, alerjen etkilerinin fenoliklerle etkilesimiyle
inhibe edici Ozelliklerinin belirlenmesi ve biyokimyasal etkisinin ortaya konulmasi

acisindan yol gosterici oldugu diistiniilmektedir.

Bu ¢alismanin alerjen besinlerinin asil etkenleri olan proteinlerin belirlenmesi ve bu alerjen
etkilerin in vitro ve in vivo ¢alismalara agisindan katki sunacagi diisiiniilmektedir. Ayrica
allerjen protein olan B-CN farkli yapilarda fenolik beilesenler ile konjuge yap1 olusturdugu
goriilmiis bu yapmin gidalar igin biyoaktivite gosterebilme potansiyeli oldugu

ongoriilmektedir.
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