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ÖZET 

 

Bu çalıĢmada nohuttan elde edilen protein izolatlarındaki ADE inhibisyon ve 

antioksidan aktivitesi ölçülmüĢtür. Nohutlara piĢirme, mikrodalga, ultrason, 

fermantasyon gibi ön iĢlemler uygulandıktan sonra aktivitedeki değiĢiklik araĢtırılmıĢtır. 

Bütün örnekler pepsin ve tripsin ile hidroliz edildikten sonra analiz edilmiĢtir. En 

yüksek ADE inhibisyon aktivitesi ultrason uygulanan örneklerde görülmüĢtür. Aktivite 

ham nohuta göre yaklaĢık %21,0-40,7 oranında artmıĢtır. Fermantasyon ve kaynatma ön 

iĢlemleri sonucu aktivitede azalma gözlenmiĢtir. DPPH radikali süpürücü aktivite en 

fazla fermantasyon uygulanan örneklerde görülmüĢtür. Sonra sırasıyla piĢirme ve 

mikrodalga uygulanan örnekler gelmektedir. ÇalıĢma sonunda ultrason uygulamasının 

ADE inhibiyon aktiviteyi artırmada faydalı olduğu, fermantasyonun ise antioksidan 

aktiviteyi artırdığı bulunmuĢtur. 

 

Anahtar Kelimeler: Nohut, ADE inhibisyonu, DPPH, antioksidan, biyoaktif 

peptitler, ultrason, mikrodalga, fermantasyon, piĢirme  
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ABSTRACT 

 

In this study, ACE inhibitory and antioxidant activity of chickpea protein isolates were 

measured. After applying pre-treatments such as cooking, microwave, ultrasound and 

fermentataion, changes in activity were investigated. All samples were analyzed after 

hydrolysis with pepsin and trypsin. The highest ACE inhibitory activity was observed in 

the ultrasound applied samples. The ACE activity increased about 21,0- 40.7% when 

compared to the raw chickpe samples. Pre-treatment such as fermentation and cooking 

resulted in a decrease in ACE activity. Fermantation was found as the most effective 

pre-treatment for the increased DPPH-radical scavenging activity. Cooking and 

microwave pre-treatments also increased the antioxidant activity. As a result of present 

study, it was demonstrated that ultrasound treatment is useful process for the increasing 

ACE inhibitory activity whereas fermentation was effective on antioxidant activity. 

 

Key words: Chickpea, ACE inhibition, DPPH, antioxidant, bioactive peptides, 

ultrasound, microwave, fermentation, cooking 
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GĠRĠġ 

Yüksek kan basıncı veya hipertansiyon koroner kalp hastalıkları, periferik arter hastalığı 

ve kalp krizi gibi kardiyovasküler hastalıklar için önemli bir risk faktörüdür. YaĢam 

tarzındaki değiĢiklikler, farklı diyet yaklaĢımları ve farmakolojik uygulamalar 

hipertansiyon tedavisinde etkilidir. Farmasötik ilaçların kuru öksürük, kaĢıntı gibi yan 

etkilerinin olması doğal olarak hipotansif etkiye sahip peptitler içeren gıdalara karĢı 

ilgiyi artırmıĢtır (1). 

Artan epidemiyolojik kanıtlar kardiyovasküler rahatsızlıklar, obezite, hipertansiyon, 

diyabet ve hatta kanser gibi hastalıklarla diyet arasında kuvvetli bir bağ olduğunu 

gösterir. Fonksiyonel gıdaların üretilmesi de sağlıkla gıdalar arasında bir iliĢki olduğu 

algısına yanıt niteliğindedir. Bir fonksiyonel gıda genel olarak vücutta bir veya birden 

fazla fonksiyon üzerinde iyi olma hali sağlayan gıda olarak tanımlanır. Son zamanlarda 

temel besleyici özelliklerinin dıĢında gıda prosesi süresince olgunlaĢma veya 

fermantasyon yoluyla, sindirim sırasında enzimler yoluyla oluĢan peptitler insan sağlığı 

üzerinde faydalı etkilere sahiptir. Bu biyoaktif peptitler 2 ile 50 amino asit uzunluğuna 

sahiptirler ve antimikrobiyel, antioksidan, antitrombotik, antihipertansif ve opioid 

aktivite göstererek kardiyovasküler sistem, sindirim, endokrin, bağıĢıklık ve sinir 

sistemlerini etkilerler (2 ve 3). 

Anjiyotensin dönüĢtürücü enzim (ADE) vücutta iki sisteme etki etmek suretiyle kan 

basıncını düzenler. Bunlardan ilki renin-anjiyotensin sistemidir. ADE bu sistemde 

bulunan anjiyotensin I‘i vazokonstriktör olan anjiyotensin II‘ye dönüĢtürür, aldosteron 

salınımını indükleyerek sodyum konsantrasyonunu ve dolayısıyla kan basıncını artırır. 

Ġkincisi kinin-kalikrein sistemidir. Vazodilatör olan bradikinini parçalar. Antihipertansif 

biyoaktif peptitler bu enzimi inhibe ederek kan basıncının düĢmesine yardımcı olurlar 

(4).  
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Son zamanlarda yüksek diyet proteini alımı kan basıncını düĢürmede hipertansif 

bireyler için etkili bir yöntem haline gelmiĢtir. Diyet ve sağlık arasındaki iliĢki hakkında 

artan tüketici bilgisi farkındalığı, nötrasetik ve fonksiyonel gıda talebini artırmıĢtır. Bu 

genellikle sentetik ilaçların yan etkisinden ve artan ilaç masraflarından kaçınma 

isteğiyle iliĢkilidir. Temel besleyici özelliğinin dıĢında birçok gıda proteini spesifik 

fizyolojik fonksiyonlara sahip peptit dizileri içerirler. Hastalıktan korunmada veya 

tedavisinde spesifik gıdaların veya gıda bileĢenlerinin kullanılması özellikle 

hipertansiyonun yönetilmesinde önem taĢımaktadır (5). BaĢka mekanizmaların da rolü 

olmasına rağmen gıda proteinlerinden sentezlenen biyoaktif peptitlerden kaynaklı ADE 

inhibisyonu antihipertansif etkiye sebep olur. Spontan hipertansif farelerle yapılan pek 

çok çalıĢmada ADE inhibitörü peptitlerce zengin bir diyetle hipertansiyonun 

baskılanabileceği bulunmuĢtur (6,7,8,9). Bazı araĢtırmalar hipertansiyonu olan 

hastalarda ADE inhibitörü peptitler veya bunları içeren gıdaların tüketiminin 

antihipertansif etkisi olduğunu göstermiĢtir (10).  

Kuru baklagiller karbonhidrat, protein ve diyet lif kaynağı olmakla birlikte vitamin ve 

mineral ihtiyacını da karĢılar. Son derece besleyici olan baklagiller, yüksek kolesterol 

ve tip-2 diyabetin düzenlenmesi, bazı kanser türlerinin önlenmesi gibi birçok sağlık 

özelliğine de sahiptirler (1). 

Kuru baklagillerin günlük beslenmemizde önemli bir yere sahip olması, ADE 

inhibitörleri hakkında baklagillerle yapılan çalıĢmaların oldukça sınırlı olması, kuru 

baklagillerde bulunan ADE inhibitörü peptitlerin uygulanacak prosesler sonrasında 

etkisinin devam edip etmeyeceğinin araĢtırılması bu sebeple önem kazanmaktadır. 

Bu tez çalıĢmasında nohuta enzim muamelesi ile elde edilen biyoaktif peptitlerin ADE 

inhibitörü ve antioksidan aktivitesi üzeriene ultrason, , mikrodalga, fermantasyon ve 

piĢirme gibi gıda proseslerinin etkilerininin belirlenmesi hedeflenmiĢtir.  
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1. BÖLÜM 

GENEL BĠLGĠLER 

1.1. Fonksiyonel Gıdalar 

Günümüzde gıdalar sadece açlık duygusunu bastırıp, gerekli besin ögelerini temin 

etmemizi sağlayan ürünler değil aynı zamanda çeĢitli vücut fonksiyonlarımızın 

düzenlenmesinde rol oynayan, sağlık açısından yararlı araçlardır. Son yıllarda insanlar 

kimyasal ilaçlar kullanmak yerine doğal olan materyalleri tüketmeyi tercih 

etmektedirler. 

Fonksiyonel gıda teriminin dünyaca kabul edilmiĢ bir tanımı olmasa da ―normal 

beslenme koĢullarının ötesinde sağlığa faydası olan gıdalar‖ ve ―geleneksel gıdalara 

görünüĢ olarak benzeyen, normal diyetin bir parçası olarak tüketilmesi tasarlanan, ancak 

basit besin gereksiniminin dıĢında fizyolojik roller oynaması için modifiye edilen 

gıdalardır‖ (11).  

Önceleri fonksiyonel gıdalar sadece vitamin veya minerallerle fortifiye edilmiĢ besin 

maddeleri olarak karĢımıza çıkmaktaydı (12). Son zamanlarda omega-3 yağ asitleri, 

fitosteroller, çözünebilir diyet lifler, biyoaktif peptitler ve bunun gibi pek çok makro 

moleküllerle zenginleĢtirilmiĢ gıdalar üzerine yoğunlaĢılmıĢtır (13). 

1.2. Biyoaktif Peptitler  

Yapısal olarak peptitler, birbirine peptit bağı ile bağlanmıĢ kısa aminoasit 

polimerleridir. Birkaç peptitin birleĢmesi ile de proteinler oluĢur. Proteinler vücut için 

gerekli enerjiyi, esansiyel aminoasitleri sağlayan çok önemli besin kaynaklarıdır. Aynı 

zamanda gıdaların fizikokimyasal ve duyusal özelliklerini etkiler ve fonksiyonel aktivite 

göstererek sağlığa faydalı bileĢenler olarak rol oynar. Proteinlerin fizyolojik ve 

fonksiyonel özelliklerinin zincirde bulunan biyoaktif peptit dizisinden kaynaklandığı 

 



4 

 

 

düĢünülmektedir. Bu peptitler gastrointestinal sindirim sırasında sindirim enzimleriyle 

veya in vitro proseslerde proteolitik enzimlerle öncül proteinden salınırlar (14). 

Biyoaktif peptitler genellikle 2-20 aminoaside sahiptirler (15). Aminoasit dizisine bağlı 

olarak bu peptitler opioid, antimikrobiyel, antitrombotik, hipokolestrolemik, 

antihipertansif, antioksidan, immün düzenleyici ve bunun gibi pek çok aktivite 

gösterirler (16,17).  

1.2.1. Opioid peptitler 

Opioid aktiviteli gıda kaynaklı peptitler ilk olarak 1970lerin sonunda bulunmuĢ ve 

yapısal δ, μ ve κ opioid reseptörlerle interaksiyona giren endojen ligandlara benzediği 

için ekzorfin olarak adlandırılmıĢtır. Yaygın yapısal motifleri N-terminalinde bulunan 

tirozin ve bu pozisyondan sonraki üçüncü veya dördüncü pozisyonda bulunan aromatik 

aminositten oluĢur (16). Ekzojen opioid peptitler tipik ve atipik olmak üzere iki gruba 

ayrılırlar. Tipik olanlarda aynı N-terminal dizisi görülürken (YGGF), atipiklerde sadece 

N-terminaldeki tirozin aynıdır (18). Pek çok gıda kaynaklı opioid peptit in vivo veya in 

vitro sindirim sonucunda oluĢan atipik opioidlerdir (14). 

Tipik opioid peptitlerin üç öncül proteini vardır. Bunlaar proopiomelanokortin ( 

endorfin), proenkalfin (enkalfin) ve prodinorfin (dinorfinler)dir (19). Opioid peptitler 

vücutta sentezlenebilir( endorfin gibi) veya sindirilmiĢ gıdalardan absorbe edilebilir( 

kazomorfinler, ekzorfinler, rubiskolinler gibi). Bu peptitlerin etkileri çok çeĢitli olmakla 

beraber hepsi uyuĢturucu benzeri etki gösterir. Beyin opioid peptit sistemleri 

motivasyonda, duygulanmada, bağlanma davranıĢında, stres ve acı hissinde ve gıda 

alımının kontrolünde önemli rol oynamaktadır (20).  

1.2.2. Antitrombotik peptitler 

Trombosit agregasyonunu ve trombosit yüzey reseptörlerine fibrinojen bağlanmasını 

inhibe eden peptitler kapa-kazeinin renin ile parçalanması sonucu oluĢan 

glikomakropeptitlerin dizisinde bulunmaktadır (16). Gıda kaynaklı antitrombotik 

peptitler esas olarak sığır kapa-kazeinin enzimatik hidrolizi ile oluĢmaktadır. Son 

zamanlarda bu peptitler insan ve koyun kapa-kazeininden de izole edilmiĢtir (21, 22). 
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1.2.3. Mineral bağlayan peptitler 

Ser-Ser-Ser-Glu-Glu dizisini içeren pek çok fosfopeptit sığır kazeininden izole 

edilmiĢtir. Bu dizi peptitlere bağırsak pHsında çözeltilerdeki Ca, P ve diğer mineralleri 

tutma kapasitesi sağlamaktadır. Bu peptitlerin yüksek anyonik karakterleri proteolitik 

ataklara karĢı direnç sağlar, kalsiyum ile çözülebilir kompleks oluĢturmalarına izin verir 

ve çözünmez kalsiyum fosfat oluĢumunu engeller (20). 

Kazeinofosfopeptitler gibi biyoaktif peptitler demir ve bakır gibi pro-oksidan metallerle 

Ģelat yapma yeteneğine sahiptirler ve böylece gıdalarda bozulmaya sebep olan lipid 

oksidasyonuna karĢı koruma sağlarlar. Bu peptitlerin metal Ģelatlama özellikleri 

histidindeki imidazol halkasına bağlanmaktadır. Mineral bağlayan peptitler bakır gibi 

elementleri bağlayarak biyoulaĢılabilirliğini artırırlar. Ayrıca rekalsifikasyonda rol 

oynadıkları için bu peptitlerin diĢ bakımında kullanılması da amaçlanmaktadır (14). 

1.2.4. Antimikrobiyel peptitler 

Antimikrobiyel özellikteki peptitler mikroorganizmalarda hayvanlara, bitkilere kadar 

pek çok doğal kaynakta bulunmaktadır. Antimikrobiyel peptitler mikrobiyel kaynaklı 

gıda bozulmalarını, pek çok patojen saldırısını inhibe ederler. Bunların aktivitesi peptit 

boyutuna, aminoasit kompozisyonuna, yüke, hidrofobikliğe ve ikincil yapıya bağlı 

olarak değiĢmektedir (14).  

Antimikrobiyel peptitler peynir altı suyunda bulunan laktoferrinden elde edilmiĢtir. 

Laktoferrin sütü olan memelilerin pek çok biyolojik sıvısında bulunan demir bağlayıcı 

bir glikoproteindir. Enzimatik sindirimle oluĢan laktoferrisinin antimikrobiyel özelliği 

daha fazladır. Bunun sebebi ise daha küçük moleküllerin mikrobiyel yüzeydeki hedef 

noktalara ulaĢmasının daha kolay olması olarak açıklanmıĢtır (23). 

Antimikrobiyel peptitlerin büyük bir kısmı değiĢik bakteri gruplarında ribozomal olarak 

sentezlenen bakteriyosinlere aittir. Bakteriyosinlerin antimikrobiyel aktivitesi hücresel v 

moleküler seviyelerde açıklanmıĢtır. Ġnhibisyon peptitlerin membranla ve diğer hücresel 

bileĢenlerle interaksiyonundan kaynaklanmaktadır. Pek çok bakteriyosin 

mikroorganizmalara karĢı öldürücü etkisini hücre duvarını parçalayıp hücre zarından 

geçirgenliği artırarak göstermektedir (14). 
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1.2.5. Hipokolesterolemik peptitler 

Genellikle diyet proteinlerinin kandaki lipid profilini artırdığı bilinmektedir. Soya, 

peynir altı suyu ve balık proteinleri hipokolesterolemik etki gösterirken sığır kazeini 

kolesterol seviyesini artırma eğilimindedir. Yapılan çalıĢmalar bu etkinin spesifik bir 

amino asit kompozisyonu ile iliĢkili olduğunu kanıtlamıĢtır. Metionin- glisin ve lisin-

arjinin gruplarının düĢük olduğu proteinler (soya ve balıkta olduğu gibi) 

hipokolesterolemik etkiye sahiptir (15). 

Soya proteinlerinin toplam plazma kolesterolünü azaltma yeteneği LDL (low density 

lipoprotein) reseptör ekspresyonunu indükleme, safra asidi sentezi ve atımını artırma, 

bağırsaklardan steroid emilimini azaltma gibi mekanizmalardan kaynaklanmaktadır 

(24).   

1.2.6. Sitomodülatör peptitler 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar gıda kaynaklı biyoaktif peptitlerin farklı hücre 

tiplerinin canlılığını etkilediğini göstermiĢtir. Bazı peptitler kanser hücresine karĢı 

seçicilik gösterirken bir kısım peptit seçici değildir. Seçiciliği etkileyen temel faktör 

tümör hücresiyle normal hücre membranlarının farklı olmasıdır. Tümör hücreleri 

genellikle negatif yüklüyken normal hücreler nötr yüzey yüküne sahiptirler. Bir diğer 

faktör ise yüzey alanı ve membranın akıĢkanlığıdır. Kanser hücrelerinin akıĢkanlığı ve 

yüzey alanı normal hücrelerden daha fazla olduğu için peptitlerden etkilenmesi daha 

kolay olmaktadır (25). 

Seçici olmayan peptitler ise kanser hücrelerinin yanı sıra bakteriler ve normal hücrelere 

de etki ederler. Bu özellikleri hem negatif yüklü hem de zwitteriyonik olan hücrelerle 

etkileĢimlerinden kaynaklanmaktadır (26).  

1.2.7. BağıĢıklık sistemini düzenleyici (immunomodülatör) peptitler 

Ġmmunomodülatör peptitler doğal protein kaynaklarından gastrointestinal sindirim 

sırasında salınırlar, böylece immünolojik tepkileri ve hücresel fonksiyonları etkilerler 

(14).  

Etkisi tam olarak bilnmese de bu peptitlerin bağıĢıklık sistemi hücrelerinin çoğalmasını 

ve olgunlaĢmasını uyardığı düĢünülmektedir (20). Ġmmunomodülatör peptitler lemfosit 

çoğalması, doğal öldürücü hücre aktivitesi, antikor sentezi ve sitokin düzenlemesi ile 

bağıĢıklık sistemi hücrelerinin fonksiyonunu artırabilirler. Ayrıca atopik insanlarda 
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alerjik reaksiyonları azaltabilir ve gastrointestinal sistemde mukozal bağıĢıklığı 

artırabilirler (16). 

1.2.8. Antioksidan peptitler 

Oksidatif metabolizma hücrelerin yaĢam döngüsünde önemli bir yere sahiptir. Bunun 

serbest radikal ve oksidatif değiĢikliklere sebep olan diğer radikal oksijen türlerinin 

oluĢumu gibi yan etkileri vardır. Fazla miktarda serbest radikal oluĢumu süperoksit 

dismutaz, katalaz, peroksidaz gibi koruyucu enzimleri etkisiz kılabilir. Son zamanlarda 

yapılan çalıĢmalar antioksidan peptitlerin enzimatik hidrolizle kazeinden ve laktik asit 

bakterileriyle fermente olmuĢ sütten elde edilebileceği bulunmuĢtur (20). 

Antioksidan peptitler 5-16 aminoasit içeren, ucuz, sağlıklı, kolay absorbe olabilen, 

düĢük moleküler ağırlıklı bileĢiklerdir (27).  

Tablo 1. Gıdalarda bulunan antioksidan peptitler (27). 

Peptit kaynağı Karakteristik Hazırlanması Aktivitesi 

Pirinç endospermi 
FRDEHKK  

KHDRGDEF 

5 farklı proteaz, en etkili 

Neutrase 

Otooksidasyon, DPPH, süperoksit 

inhibisyonu ve hidroksil radikal 

süpürücü aktivite 

Yer fıstığı proteini 
Moleküler ağırlığı 3-5 

kDa olanlar 
Farklı proteazlar 

Gücü düĢürme, LDL oksidasyonu 

inhibisyonu, DPPH radikal süpürücü 

ve metal Ģelatlayıcı aktivite 

Suyosunu proteini VECYGPNRPQF Pepsin 

Hidroksil, süperokst, peroksil, DPPH 

ve ABST radikal süpürücü aktivite, 

DNA üzerinde koruyucu etki, 

hücresel zararı önleme 

Kurbağa derisi LEELEEELEGCE 

Alkalaz, neutrase, 

pepsin, papain, 

α-kimotripsin ve tripsin 

Lipid peroksidasyonu inhibisyonu, 

DPPH, süperoksit, peroksil, hidroksil 

radikal süpürücü 

Ayçiçeği proteini 

histidin ve arjinin gibi 

amino asitlerce zengin 

hidrolizat 

Pepsin ve pankreatin Bakır Ģelatlama aktivitesi 

Mısır gluteni 

%41,12 hidrofobik, 

%12,7 aromatik 

amino asitlerden 

oluĢan 500-1500 Da 

peptit fraksiyonu 

Alkalaz 
Lipid peroksidasyonu azaltıcı güç, 

süpürücü aktivite 

Soya proteini 
Moleküler ağırlığı 

<10 kDa peptitler 

Ultrafiltrasyon ve 

Flavourzyme ile hidroliz 

Emülsiyonlarda antoksidan aktivite, 

radikal süpürücü 
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Antioksidan peptitlerin etki mekanizması tam olarak anlaĢılamasa da, bunlar lipid 

peroksidasyonunun inhibitörü, serbest radikallerin sürükleyicisi ve metal iyonları 

geçiĢinin Ģelatlarıdır (27). 

Peptitlerin antioksidan özelliği daha çok kompozisyonuyla, yapısıyla ve hidrofobitesiyle 

alakalıdır. Triptofan, tirozin, metiyonin, lisin, histidin antioksidan aktiviteye sebep olan 

aminoasitlerdir (28). Amino asitlerin aromatik kısmı elektronu eksik radikale proton 

vererek, radikal süpürücü etkiyi artırır. Histidin içeren peptitlerin antioksidatif etkisinin 

imidazol grubunun hidrojen verme, lipit peroksil radikal yakalama ve/veya metal iyon 

Ģelatlama yeteneğiyle ilgili olduğu düĢünülmektedir (29). 

Uygun amino asitlerin peptit dizisinde doğru yerde olması da antioksidan aktivitede 

önemli rol oynar. Yapılan bir çalıĢmada Leu-Leu-Pro-His-His dizisine sahip sentetik 

peptitte C-terminalindeki His amino asidinin aktivitede önemli olduğu, bu aminoasit 

ayrıldığında aktivitede azalma olduğu belirtilmiĢtir. Yine aynı çalıĢmada Pro-His-His 

dizisinin en yükskek antioksidatif aktiviteye sahip olduğu bildirilmiĢtir. Aynı zamanda 

peptitin konfigürasyonu da aktivitede etkili olabilmektedir. Örneğin L-His, D-His‘e 

dönüĢtüğü zaman aktivitede azalma gözlenmiĢtir (30). Tablo 2‘de amino asit 

kompozisyonu ve pozisyonun antiosidan aktiviteye etkisi özetlenmiĢtir.  

Tablo 2. Amino asit kompozisyonu ve pozisyonunun antioksidan aktiviteye etkisi (27) 

Amino asitler Etki mekanizması Örnekler 

Aromatik AA (Tyr, 

His, 

Trp, Phe) 

Rezonans yapısı yoluyla kendisi stabil 

kalırken, elektron vererek radikali stabil 

moleküle dönüĢtürür. Amino asitlerin radikal 

süpürücü özelliğini geliĢtirir 

N-terminaldeki His, metal Ģelatlayıcı 

C-terminaldeki His, radikal süpürücü 

C-terminaldeki Tri veya Tyr içeren tripeptitler 

güçlü radikal süpürücü, fakat peroksinitrit 

süpürmede zayıf 

Hidrofobik AA Hidrofobik radikal türleri ve çoklu doymamıĢ 

yağ asitlerine (PUFA) eriĢimi kolaylaĢtıran 

lipidlerde peptit çözünürlüğünü artırır, Gly 

hidrojen donoru olarak davranır 

N-terminaldeki Val veya Leu ve dizideki Pro, 

His, Tyr, Hidrofobik PUFAlara karĢı Ala, Val, 

Leu alifatik gruplarının yüksek reaktivitesi 

Terminallerdeki Ala, Leu, glüten peptit 

dizisindeki Gln ve Pro 

Asidik ve bazik AA Metal iyonlarının Ģelatörü ve hidrojen donoru 

olarak yan zincirdeki karboksil ve amino 

grupları 

Fermente midye sosundan pürifiye edilen Asp 

(asidik) ve His (bazik) aminoasitleri 

Sistein SH grubu radikal süpürücüdür, dokuları 

oksidatif strese karĢı korur, glutatiyon 

aktivitesini geliĢtirir. 

Cys içeren trpeptitler peroksnitrit radikallerine 

karĢı güçlü süpürücülerdir 
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1.2.8.1- Serbest Radikaller 

Serbest radikaller eĢlenmemiĢ elektron içeren, bu nedenle kararsız ve oldukça reaktif 

moleküllerdir. Bu reaktif moleküller proteinlere zarar verebilir, DNA mutasyonuna 

sebep olabilir, membrandaki fosfolipidlerin oksidasyonuna neden olabilir veya düĢük 

yoğunluklu lipoproteinlerin (LDL) modifikasyonuna sebep olabilir.  

Serbest radikaller üç Ģekilde ortaya çıkabilir: 

1- Kovalent  bağ taĢıyan molekülün homolitik yıkımı (homolitik yıkımda 

elektronlar her iki atomda da ortak elektronlardan biri kalır); 

X : Y              X∙ +Y∙ 

2- Kovalent bağlı molekülün heterolitik yıkımı (heterolitik yıkımda kovalent bağı 

oluĢturan elektronların ikisi de tek bir atomda kalır)  ya da tek bir elektron kaybetmesi; 

X : Y              X
+ 

+ Y
-
 

3- Moleküle elektron eklenmesi (31); 

A + e
-
              A∙ 

(+,-)
 

 

Serbest radikallerin oluĢum mekanizması Ģu Ģekilde incelenebilir: 

1-Otooksidasyon: Atmosferdeki oksijenin katalizlediği tipik bir oksidasyon türüdür. 

Çoklu doymamıĢ yağ asitleri ve fosfolipidler otooksidasyona uğrama eğilimindedir. 

2-Geçiş metal iyonlarının etkisi: Demir ve bakır gibi geçiĢ metalleri oksidasyonu 

katalizlemektedir. 

3-Fotooksidasyon: Fotokimyasal iz yolları, peroksit oluĢumunda rol oynar. Peroksitler 

ise oksidasyonlarda baĢlatıcı olarak görev yapmaktadırlar. 

4-Enzimatik oksidasyon: Reaktif oksijen türleri bazı enzimlerin aktiviteleri sonucunda 

da oksidasyona uğrayabilmektedir (32). 

1.2.9. Antihipertansif peptitler 

1.2.9.1. Hipertansiyon 

Hipertansiyon kardiyovasküler hastalıkların geliĢmesinde en önemli risk faktörüdür. 

Kontrol altına alınmadığı takdirde kalp yetmezliği, kalp krizi, böbrek hastalıkları, felç, 

görme kaybı, damar tıkanıklığı gibi ciddi rahatsızlıklara sebep olabilir. 
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Avrupa Hipertansiyon Derneği ve Avrupa Kardiyoloji Derneği (ESH/ESC)‘nin ateryal 

hipertansiyon tedavisi kılavuzunda hipertansiyon Tablo 3‘teki gibi sınıflandırılmıĢtır 

(33). 

Tablo 3. ESH/ESC 2007‘ye göre hipertansiyon sınıflandırması 

Kategori    Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg) 

Ġdeal <120 <80 

Normal 120-129 80-84 

Yüksek normal 130-139 85-89 

Evre1 hipertansiyon 140-159 90-99 

Evre2 hipertansiyon 160-179 100-109 

Evre3 hipertansiyon ≥180 ≥110 

Ġzole sistolik hipertansiyon ≥140 <90 

  

Bu sınıflandırmaya göre sistolik kan basıncı 140 mmHg ve diyastolik kan basıncı 

90mmHg üzerinde olanlarda ilaç tedavisi gerekmektedir. Ancak sınıflandırmaya göre 

yüksek-normal grup içerisinde yer alan kiĢilerde hayat koĢullarının değiĢtirilmesiyle 

tansiyonun dengelenebileceği bildirilmiĢtir (33). 

Hipertansiyon dünya nüfusunun ciddi bir kesimini tehtit altına almıĢtır. Bazı Avrupa 

ülkeleri ile Amerika‘da yapılan epidemiyolojik çalıĢmaların sonucunda Amerika‘da 

yetiĢkin popülasyonda hipertansiyon prevalansı %27,6 iken Avrupa ülkelerinde 

ortalama %44,2 bulunmuĢtur. Kore‘de yapılan çalıĢmada prevalans %33,7 olarak tespit 

edilmiĢtir(34). Türk hipertansiyon prevalansı (patenT) çalıĢmasına göre ülkemizde her 

üç kiĢiden birinde bu hastalık gözlenmektedir (35). Son verilere göre bu hastaların 

sadece % 54,7si hipertansiyonun farkındadır (36). Ülkemizde her dört ölümden birinin 

sebebi hipertansiyondur (37). 

1.2.9.2. Renin-anjiyotensin sistem (ġekil 1) 

Kan basıncı renin-anjiyotensin sistem (RAS) ve kinin-nitrik oksit (NO) sistem olmak 

üzere iki Ģekilde kontrol edilir. RAS anjiyotensinojen aktivasyonunu içerir. Bu 
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aktivasyon anjiyotensinojenin reninin proteolitik aktivitesi sonucu anjiyotensin-I (AT-

I)‘e dönüĢmesi ile meydana gelir. AT-I, ADE (peptidildipeptit hidrolaz, EC 3.4.15.1) ile 

C-terminalinde bulunan histidil grubundan parçalanarak AT-II‘ye dönüĢür. Kuvvetli bir 

vazokonstriktör olan AT-II, vücuttaki dokularda bulunan reseptörlere bağlanarak 

normal kan basıncının devam edebilmesi için kan damarlarının daralmasını sağlar. 

Enfeksiyon olduğu durumlarda aĢırı AT-II seviyesi kan damarlarının çok fazla 

daralmasına ve kan basıncının yükselmesine sebep olur. Kinin-NO sistemi ise kuvvetli 

bir vazodilatör olan bradikinin üretiminden sorumludur. Bradikinin NO üretilmesi için 

gerekli olan nitrik oksit sentaz aktivasyonunu sağlayan hücre içi Ca
+2

 konsantrasyonunu 

artırarak antihipertansif etki gösterir. ADE bradikininin parçalanmasına sebep olarak iki 

sistem üzerinden kan basıncınıartırır (38). 

 
 

ġekil 1. Renin anjiyotensin sistem 

 

1.2.9.3. ADE inhibitörü peptitler 

Yılan zehrinde keĢfedildiğinden beri pek çok ADE inhibitörü peptit çeĢitli gıda 

proteinlerinden izole edilmiĢtir. Bu peptitler genellikle kısa zincirlidir ve çoğunlukla 

prolin gibi polar amino asitler içerirler (16).  
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Gıda kaynaklı peptitler ile ADE inhibisyon mekanizması yarıĢmacı bir inhibisyondur. 

Bu tip inhibisyonlarda peptitler, enzimin katalitik bölgesi için ADE substratı ile yarıĢır. 

Bunun yanında yarıĢmacı olmayan (Leu-Trp, Ile-Tyr) ve enzime baĢka bölgeden 

bağlanarak aktivasyonunu azaltan (Ile-Trp, Phe-Tyr) peptitler de vardır.   

AraĢtırmalar sonucunda hidrofobik amino asitlerin ADE inhibitör aktivitesini etkileyen 

faktörler arasında önemli bir yere sahip olduğu bulunmuĢtur. C-terminaldeki prolin, 

triptofan, fenilalanin ve tirozin gibi hidrofobik amino asitlerle, N-terminaldeki lösin, 

izolösin ve valin gibi alifatik amino asitler ADE inhibisyonunda önemli yapısal 

özelliklerdir (39). Ayrıca amino grubunda pozitif yük olan arjinin ve lisin gibi amino 

asitlerin C-terminalde bulunması da inhibisyon aktivitesine katkı sağlar (40). C-

terminalinde prolin veya hidroksiprolin bulunan di/tri- peptitlerin sindirim enzimlerine 

karĢı dirençli olduğu kanıtlanmıĢtır (41). Ġki veya üç amino asit içeren kısa peptitlerin 

serbest amino asitlere göre daha kolay absorbe edildiği (42), zincir uzadıkça aktivitenin 

azaldığı belirtilmiĢtir (43). Tablo 4‘te yapısal özelliklerin peptitler üzerindeki etkileri, 

Tablo 5‘te ise farklı gıda kaynaklarından elde edilen ADE inhibitörü peptit örnekleri 

verilmiĢtir. 

 

Tablo 4. ADE inhibitörü peptitlerde amino asit çeĢidinin aktiviteye etkisi (15) 

Aktivite Yapısal eleman Özellikler 

ADE inhibitörü 

C-terminalde Pro ya da hidroksi-

Pro olması 

Sindirim enzimlerine karĢı 

direnç kazandırır 

C-terminalde Pro, Lys ya da Arg 

olması 
Ġnhibitör aktivitesini artırır 

C-terminalinde Tyr ya da Phe 

olması 

Tyr olan dipeptitlerin, Phe 

bulunanlara göre daha fazla 

aktivite gösterdiği bulunmuĢtur 
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Tablo 5. Farklı gıda kaynaklarından elde edilen ADE inhibitörü peptitler  (44) 

Kaynak Hidrolizde kullanılan proteaz Aktif dizi IC50 değeri 

Sığır eti Termolisin+ proteinazA VLAQYK 23.2µg/mL 

Palamut Pepsin 

PNRIKYGD 

HERDPTHIKWGD 

PTHIKWGD 

FHERDPTHIKWGD 

TKTGRSAHVLSRYRPRA 

KKPTHIKWGD 

 

Ġnsan 

plazması 
Tripsin YLYEIAR 

16µM 

Süt kazeini Pepsin 

RYLGY 

AYFYPEL 

YQKFPQY 

0.71 µM 

6.58 µM 

20.08 µM 

Süt kazeini Tripsin 

FFVAPFPEVFGK 

TTMPLW 

AVPYPQR 

FALPQY 

FALPQYLK 

82 µg/mL 

13 µg/mL 

13 µg/Ml 

4.3 µM 

Süt kazeini Nötraz 

YQKFPQY 

LPQNIPPL 

SKVLPVPQK 

LPYPYY 

FLPYPYY 

 

Süt kazeini L. helveticus KVLPVP 5 µM 

Süt serumu Proteaz K 

VWPFPG 

GKP 

IPA 

FP 

VWP 

 

Süt serumu Termolizin 
LQKW 

LLF 

3.5 µM 

82.4 µM 

Fermente süt  
GTW 

GAW 

464.4 µM; 

240.0 µM 

Karabuğday 
Pepsin,tripsin, 

kimotripsin 

YQY 

PSY 

GPP 

4 µM 

16 µM 

23.1 µM 
Brokoli  YPK 10.5 µg/mL 

MaĢ fasulyesi Alkalaz 

KDYRL 

VTPALR 

KLPAGTLF 

26.5 µM 

82.4 µM 

13.4 µM 
Soya 

fasulyesi 
Alkalaz 2.4 L 

DLP 

DG 

4.8 µM 

12.3 µM 
Soya 

fasulyesi 11S 

globülin 

Proteaz P VLIVP 

1.69 µM 

Ayçiçeği Pepsin+pankreatin FVNPQAGS 6.9 µM 
Buğday 

gliadini 
Pepsin+proteaz M IAP 

2.7 µM 

 

Gıda kaynaklı ADE inhibitörü peptitler süt, et ve baklagil kaynaklı olarak sınıflandırıp 

incelenebilir. 



14 

 

 

1.2.9.3.1. Süt kaynaklı ADE inhibitörü peptitler 

Sütte bulunan biyoaktif peptitler çoğunlukla protein dizisi içinde inaktif halde 

bulunduklarından aktivite gösterebilmeleri için enzimatik hidroliz gibi iĢlemlere gerek 

duyulur. Süt kaynaklı biyoaktif peptitler vücuda alındıktan sonra in vivo yolla 

üretilebildiği gibi fermantasyon veya peynir üretiminde kullanılan bakteri türleri de 

biyoaktif peptitlerin salınımına katkıda bulunur. Süt proteinlerinin pepsin, tripsin ve 

kimotripsin gibi gastrointestinal proteinazlarla in vitro inkübasyonunun ADE inhibitör 

peptit salınımıyla sonuçlandığı bilinmektedir (9). 

Kazein kaynaklı pek çok ADE inhibitör peptit tanımlanmıĢtır. Bunlar majör peynir altı 

suyu proteinlerinin ADE inhibitör peptit içerdiğini kanıtlar niteliktedir. Alfa-lakalbumin 

ve beta-laktoglobülin kaynaklı bazı peptitler Tablo 6‘da gösterilmiĢtir (45).  

Tablo 6.  α-laktalbümin ve β-laktoglobülin hidrolizatlarından elde edilen ADE 

inhibitü peptitler (45). 

 

Uygulanan iĢlem Tanımlanan peptit bölümü Aminoasit dizisi IC50 (µM) 

α-laktalbümin    

Pepsin ardından 

tripsin ve kimotripsin 

α-laktalbümin f(50-52) YGL 409 

Pepsin α-laktalbümin f(50-53) YGLP 733 

Tripsin α-laktalbümin f(99-108) VGINYWLAHK 327 

 α-laktalbümin f(104-108) WLAHK 77 

β-laktoglobülin    

Tripsin  β-laktoglobülin f(22-25) LAMA 556 

 β-laktoglobülin f(32-40) LDAQSAPLR 635 

 β-laktoglobülin f(81-83) VFK 1029 

 β-laktoglobülin f(142-148) ALPMHIR 43 

Pepsin ardından 

tripsin ve kimotripsin 

β-laktoglobülin f(94-100) VLDTDYK 946 

 β-laktoglobülin f(106-111) CMENSA 788 

 β-laktoglobülin f(142-146) ALPMH 521 

 β-laktoglobülin f(102-105) YLLF 172 
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Yapılan çalıĢmalardan çıkan sonuçlara göre ADE inhibisyonu için gatrointestinal 

sindirim esansiyel bir faktördür. Örneğin KVLPVPE (β-laktoglobülin f 169-175) dizisi 

düĢük bir ADE inhibitör potansiyeline sahipken (IC50 > 1000µM), pankreatin ile 

hidrolizi sonucu oluĢan KVLPVP dizisi (IC50=5µM) spontan hipertansif farelerdeki 

antihipertansif aktiviteden sorumludur (46).   

In vitro hidroliz yaklaĢımında karĢılaĢılan zorluk protein ve enzim kombinasyonunun 

doğru ayarlanmasıdır. ÇalıĢmalar, hem kazein hem de peynir altı suyunda ADE 

inhibitör peptit salınımı için temolisinin çok iyi bir enzim olduğunu göstermiĢtir. 

Deneylerde α-laktalbuminden termolisin aktivasyonuyla elde edilen hidrolizat en 

yüksek ADE inhibisyon aktivitesini göstermiĢtir. β- kazeinin termolisin ile 

hidrolizinden izole edilen peptitler ise ikinci enyüksek ADE inhibitör aktivitesini 

göstermiĢtir (47).  

Alfa-laktalbumin hidrolizatından tanımlanan ADE inhibitörü aktivitesine sahip bütün 

peptitlerin C-terminalinde aynı diziye sahip olduğu, bu peptitlerin C-terminalinde 

bulunan aminoasitler ADE ve inhibitörüne bağlanmada çok önemlidir. Bu çalıĢmadaki 

peptitlerin C-terminalinde prolin ve triptofanın bulunması ADE aktif bölgesine 

bağlanmada esansiyel olduğu tahmin edilmektedir. Buna karĢılık glutamik asit varlığı 

bağlanmayı ve dolayısıyla inhibitör aktiviteyi azaltmaktadır (48).   

Biyoaktif peptit elde etmenin bir yolu da fermantasyondır. Çok sayıda biyoaktif peptit 

içeren fermente süt geleneksel yoğurt üretiminde kullanılan Lb.delbrueckii 

subsp.bulgaricus ve Streptococcus thermophilus‘un yanı sıra Lb.helveticus, Lb.casei, 

Lb.plantarum, Lb. rhamnosus, Lb.acidophilus, Lactococcus lactis subsp.lactis ve 

subsp.cremoris gibi laktik asit bakterilerinin proteolitik türleri kullanılarak üretilir (49). 

Fermantasyon sırasında biyoaktif peptitlerin öncülü olan pek çok uzun zincirli 

oligopeptit kazein degradasyonu ile serbest kalır. Fermente süt ürünlerinde laktik asit 

bakterilerinin hücre içi peptidazları ileri düzey degradasyonlara katkıda bulunur (50, 

51).   

Bilinen en iyi ADE inhibitör peptitler VPP ve IPP, sütün Lb.helveticus ve 

Saccharomyces cerevisiae türleri ile fermantasyonundan elde edilen Japon içeceği 

Calpis‘den izole edilmiĢtir. IC50 değerleri sırasıyla 9 ve 5 µM olan bu iki peptit 

antihipertansif ilaç olan captopril‘den 704 kat daha etkilidir. Farelerde Calpisin oral 
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olarak alınmasından 6 saat sonra VPP ve IPP aort dokusunda tespit edilmiĢ ve aorttaki 

ADE aktivitesi kontrole göre daha düĢük gözlenmiĢtir (52). Ayrıca 21 hafta ve 10 hafta 

boyunca 150mg/gün fermente sütle beslenen hipertansif deneklerde kan basıncında 

azalma izlenmiĢtir (53, 54). Bu tripeptitlerin hiç bir yan etkisi görülmemiĢtir (55). 

Gama amino-bütirik asit (GABA) protein olmayan aminoasittir. Hipotansiyonu 

indükler, diüretik etkisi vardır ve antitümorijenik aktiviteye sahiptir. GABA ile 

zenginleĢtirilmiĢ fermente süt içecekleri hipertansif insanlarda kan basıncını 

düĢürmüĢtür (56).  

Kımızdan alınan mayalarla fermente edilen sütte ADE inhibitör aktivitesi gözlenmiĢtir. 

Bazı maya türleri acı tat meydana getirmiĢtir. Bunun sebebi C-terminalde bulunan 

fenilalanin olabileceği belirtilmiĢtir. P. kudriavzevii KL84A and K. marxianus KL26A 

türlerinin acılık oluĢturmamakla birlikte ADE inhibitör aktivitesine katkı sağladığı 

bildirilmiĢtir (57). 

Fermantasyon bitimindeki ve soğuk depolama zincirindeki pH değeri ürünlerin ADE 

inhibitör aktivitesini etkileyen en önemli faktörlerdendir. Analizler fermantasyon 

sırasında ADE inhibitör aktivitesinin pH 4.6‘dan 4.3‘e kadar arttığını göstermiĢtir. Fakat 

pH3.5‘te aktivite gözlenmemiĢtir (58).  

1.2.9.3.2. Et kaynaklı ADE inhibitörü peptitler 

Sığır göğüs kası protein hidrolizatında yapılan çalıĢmalar sonucunda kontrol olarak 

kullanılan Captopril‘in 0.015 μg/μL protein konsantrasyonunda  %87.8 ± 3.39 ADE 

inhibitör aktivite göstermesine karĢılık örnekler 12.68 ± 1.48 μg/μL protein 

konsantrasyonunda %49.82 ± 10.94 ADE inhibitör aktivite göstermiĢtir. Aynı çalıĢmada 

3k-Da filtratlar daha yüksek aktivite göstermiĢtir (59). 

L. sakei CRL1862 ve  L. curvatus CRL705 ile fermente edilen domuz etindeki 

sarkoplazmik proteinlerde ADE inhibitör peptitlerin açığa çıktığı gösterilmiĢtir (60).   

1.2.9.3.3. Baklagil kaynaklı ADE inhibitörü peptitler 

Baklagiller yüksek protein içerikleriyle dikkat çekmektedir. Pek çok çalıĢma soya, 

nohut, kuru fasulye ve mercimek gibi baklagillerde ADE inhibitör aktiviteye sahip 

peptitlerin varlığını kanıtlar niteliktedir. 



17 

 

 

Kırmızı ve yeĢil mercimekle yapılan bir çalıĢmada hidroliz edilmeyen örneklerde ADE 

inhibitör aktivitenin gözlenmediği, buna rağmen çeĢitli enzimlerle hidroliz edilenlerde 

değiĢen miktarlarda aktivite izlenmiĢtir (61). Kırmızı mercimekle yapılan diğer bir 

çalıĢmada protein fraksiyonlarına ayrılarak her birinde ayrı ayrı aktivite incelenmiĢtir. 

En düĢük IC50 değerinin toplam proteinde (440±4 µg/mL veya 111µmol/L) gözlendiği, 

bunu legumin, albumin ve visilin fraksiyonlarının izlediği bildirilmiĢtir (62). Torino ve 

arkadaĢları (63)  mercimeğin fermantayonunun antihipertansif bileĢenleri (GABA ve 

ADE inhibitör peptitler) açığa çıkardığını belirtmiĢlerdir. 

Fermente soya ürünleri olan natto ve tempeh ADE inhibitör aktivite gösteren peptitlerin 

yanı sıra pek çok biyoaktif peptit de içermektedir. Soya fayülyesinin en temel 

proteinlerinden olan glisinin, bu peptitlerin öncülü olduğu düĢünülmektedir (64). Çin‘in 

geleneksel ürünü olan, soyanın fermente edilmesiyle hazırlanan douchinin fermantasyon 

boyunca ADE inhibitör aktivitesi incelendiğinde iki haftalık fermantasyon süresinde 

aktivitenin devamlı arttığı fakat süre uzadıkça azalmaya baĢladığı görülmüĢtür (65). 

Japonya‘da tüketilen fermente pirinç ve soya fasulyeinden hazırlanan misoda da 

fermantasyon süresnce ADE inhibitör aktivitenin arttığı bildirilmiĢtir. Bunun yanında 

kazein ilavesiyle hazırlanan misodan izole edilen tripeptitlerin (Val-Pro-Pro ve Ile-Pro-

Pro) spontan hipertansif farelerde tansiyonu düĢürdüğü belirtilmiĢtir (66).  

Bakla (Parkia speciosa) kullanılan bir çalıĢmada alkalaz ile hidroliz edildiğinde %80.2 

ADE inhibitör aktivitesi gösteren peptitler izole edilmiĢtir (67). 

Nohut ve bezelyenin çeĢitli enzimlerle hidroliz edilmesiyle elde edilen peptitlerin ADE 

inhbitör aktivite gösterdiği bulunmuĢtur. Aynı çalıĢmada baklagil peptitlerinin sağlıklı 

fonksiyonel gıda üretiminde katkı olarak kullanılabileceği bildirilmiĢtir (68). Proteaz 

alkalaz kullanılarak hazırlanan nohut hidrolizatları ADE inhibitör aktiviteli peptitlerce 

zengindir. Bu spesifik peptitlerin izolasyonu ters faz kromatografi ile mümkün 

olabilmektedir. Ayrıca bu peptitlerin in vivo antihipertansif etki gösterebileceği 

bildirilmiĢtir (69).  Kuru nohutun taze nohuttan daha fazla ADE inhibitör aktiviteye 

sahip olduğu, yüksek tansiyon tedavisinde fonksiyonel gıda olarak tüketilebileceği 

belirtilmiĢtir (70).  
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2. BÖLÜM 

MATERYAL VE METOT 

2.1.Materyal 

Kayseri‘de yerel bir marketten satın alınan nohut (Cicer arietinum L) örnekleri 

kullanılmıĢtır. Lactobacillus plantarum (ATCC kodu 8014) Mikrobiologics‘ten, pepsin, 

tripsin, ADE ve HHL Sigma Aldrich‘ten temin edilmiĢtir. 

2.2.Metot 

2.2.1. Öğütme 

Ham protein ekstraktı elde etmek için ön iĢlem uygulanmayacak nohut örnekleri 

öğütücüde (Warke-M20, IKA, Almanya) 0.5 mm‘lik elekten geçecek Ģekilde 

öğütülmüĢtür.  

2.2.2. Nohut protein izolatı eldesi 

ÖğütülmüĢ nohut örneklerine 1:10 oranında distile su ilave edildikten sonra 1N NaOH 

ile pH 9‘a ayarlanmıĢ ve oda sıcaklığında 1 saat karıĢtırılmıĢtır. Süspansiyon 5°C‘de 

4000 rpm‘de 20 dakika santrifüjlenerek (NF800R, Nüve ,Türkiye) çözünmeyen katı 

partiküllerin ayrılması sağlanmıĢtır. Üstte kalan sıvı kısım alınarak 2N HCl ile pH 4.5‘a 

ayarlanarak izoelektrik çöktürme iĢlemi gerçekleĢtirlmiĢtir. Oda sıcaklığında yarım saat 

karıĢtırmanın ardından 4000 rpm‘de 20 dakika 5°C‘de santrifüj edilerek süpernatant ve 

pelet birbirinden ayrılmıĢtır. Pelet 1:5 oranında su ile süspanse edilip pHsı 4.5‘e 

ayarlanarak 30 dakika karıĢtırılmak suretiyle yıkanmıĢtır. Aynı Ģartlarda tekrar 

santrifüjlenerek elde edilen çökelti alınıp 1:2 oranında su ile süspanse edilip pHsı 7‘ye 

ayarlanmıĢtır. Konsantre protein -20° C ‘de analiz edilene kadar saklanmıĢtır. 
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2.2.3. Fermantasyon 

ÖğütülmüĢ nohut örneklerine %10 (v/v) Lactobacillus plantarum eklenerek steril distile 

suyla 200 g/L süspansiyon hazırlanmıĢtrı. 48 saat boyunca 150 rpm hızdaki çalkalamalı 

inkübatörde 37°C‘de inkübasyona bırakılarak fermantasyon gerçekleĢtirilmiĢtir 

Fermantasyondan sonra örnekler -20ºC‘de dondurularak muhafaza edilmiĢtir (71).  

2.2.4. PiĢirme 

Bütün haldeki nohut örneklerine beherde 1:10 oranında (w/v) su ilave edilerek 60 

dakika boyunca 100ºC‘de kaynatılarak piĢirilmiĢtir. Kaynatma sırasında su ilavesiyle 

seviyesinin sabit kalması sağlanmıĢtır. ĠĢlem sonunda örnekler süzülerek oda sıcaklığına 

soğutulmuĢ ve öğütülmüĢtür. 

2.2.5. Ultrason uygulaması  

Bütün haldeki nohut örneklerine beherde 1:10 oranında (w/v) su ilave edilerek 20 

dakika  (150 W güçte) boyunca ultrasona (S60, Elmasonic, Singen) tabi tutulmuĢtur. 

ĠĢlem sonunda örnekler süzülerek oda sıcaklığına soğutulmuĢ ve öğütülmüĢtür. 

2.2.6. Mikrodalga uygulaması 

Bütün haldeki örneklere beherde 1:10 oranında (w/v) su ilave edilerek 20 dakika 

boyunca mikrodalga (MW796, Kenwood, Çin) uygulanmıĢtır. Kullanılan frekans 2450 

MHz‘dir. ĠĢlem sonunda örnekler süzülerek oda sıcaklığına soğutulmuĢ ve 

öğütülmüĢtür. 

2.2.7. Protein hidrolizi 

Pprotein izolatından 100 mL alınarak 2M HCl ile pH 2‘ye ayarlanmıĢtır. 1/250 (w/w) 

enzim substrat oranında pepsin eklenerek 37°C‘de inkübasyona bırakılmıĢ, 2 saat sonra 

pH 6.5‘e ayarlanarak yine 1/250 (w/w) enzim substrat oranında tripsin eklenerek 

solüsyon 37°C‘de 2.5 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda pH 4.5‘e 

ayarlanarak 4°C‘de 4000rpm hızda 15 dakika boyunca santrifüjlendikten sonra 

süpernatant  -20ºC‘de muhafaza edilmiĢtir (40). 
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2.2.8. Protein miktarının belirlenmesi 

Nohutten elde edilen izolatların ve enzimatik hidroliz sonrası elde edilen hidrolizatların 

protein miktarı Bradford yöntemi ile belirlenmiĢtir. Bradford yöntemi coomasie brillant 

blue G-250 boyasının farklı konsantrasyonlardaki proteinlere bağlanarak, değiĢik renk 

Ģiddetinde mavi renkli çözeltiler ortaya koymasından yararlanılarak geliĢtirilmiĢtir. 

Mavi rengin oluĢmasında proteinin aminoasit bileĢimi önemlidir. Boyanın özellikle 

arjinin gibi bazik amino asitlere ve bazı aromatik amino asitlere bağlanma eğiliminde 

olduğu gösterilmiĢtir.  

Analizlerde boya 1/50 seyreltilip, Watman No:1‘den süzülerek kullanılmıĢtır. Örnekler 

1/100 oranında seyreltilerek analiz edilmiĢtir. U tabanlı mikroplakaya 40µL örnek ve 

200µL boya eklendikten sonra 1 dakika karıĢtırma, 10 dakika bekleme olacak Ģekilde 

toplam 11 dakika beklenilmiĢtir. 620nm dalga boyunda microreader (Multisan FC) , ile 

absorbans değerleri okunmuĢtur. 1mg/mL BSA stoğu kullanılarak farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanana protein çözeltisinin, standart grafiği oluĢturulmuĢ ve 

örneklerin protein miktarı bu grafikten (ġekil 2) elde edilen regrasyon denkliği 

kullanılarak hesaplanmıĢtır. 

 

 

ġekil 2. Bradford standart eğrisi 
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2.2.9. ADE inhibisyon aktivitesi 

Aktivite tayini bazı modifkasyonlarla Cushman and Cheung (72) metodu esas alınırak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu metotta hippuril-L-histidil-L-lösin‘den, ADE aktivitesi sonucu 

oluĢan hippurik asit absorbansı ölçülmektedir. Analize baĢlamadan önce 5 mmol/L 

hippuril-L-histidil-L-lösin (HHL) çözeltisi 0.3 M NaCl içeren 0.1 M sodyum borat 

tamponunda çözülerek hazırlanmıĢtır. 0.1 U/mL ADE çözeltisi aynı tamponla 

hazırlanmıĢtır. 20 µL HHL ile 80µL protein hidrolizatı karıĢtırılarak 37ºC‘de 5 dakika 

bekletilmiĢ daha sonra 20 µL ADE çözeltisi eklenerek 37ºC‘de 30 dakika boyunca 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Süre sonunda 100 µL 1M HCl çözeltisi eklenerek reaksiyon 

durdurulmuĢtur. Hippurik asit ekstraksiyonu için 1.2 mL etil asetat eklenerek 

vortekslenerek 8000 rpm‘de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. Üstte kalan etil asetattan 

1mL alınarak temiz bir tüpe aktarılarak, 100ºC deki tabaka ısıtıcı kullanılarak etil asetat 

tamamen uçurulmuĢtur. Kalan kısım 3 mL saf su ile çözülerek.228 nm‘de absorbansı 

okunmuĢtur. ADE inhibitör aktivitesi aĢağıdaki formülle hesaplanmıĢtır. 

 *100 

 A: örnek absorbansı 

         B: kör absorbansı (örnek yok) 

         C: pozitif kontrol absorbansı (ADE yok) 

2.2.10. DPPH radikal süpürme aktivitesi 

Örneklerin DPPH üzerindeki serbest radikal süpürme aktiviteleri Sanchez-Moreno et al. 

(73)‘a göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Hidroliz edilen örneklerin farklı konsantrasyonda 

çözeltileri ve metanol içinde 0.1 mM DPPH çözeltisi hazırlanmıĢtır. Hazırlanan örnek 

çözeltilerinden 100 μL alınıp DPPH çözeltisinin 3500 μL‘sine ilave edilerek, vrteks 

yardımıyla karıĢtırılarak oda sıcaklığında ve karanlıkta 30 dakika bekletildikten sonra 

UV spektrofotometresinde 517 nm‘de absorbansı okundu. Kontrol örneğinde, örnek 

yerine çözgen kullanılarak spektrofotometre saf metanol ile sıfırlandı. 

30 dakika sonucunda reaksiyon ortamındaki inhibe olan DPPH miktarı aĢağıdaki formül 

ile hesaplandı; 
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%  Ġnhibisyon = 100 x (1-AÖ/AK) 

AÖ : Örneğin absorbansı 

AK : Kontrolün absorbansı 

2.2.11. Ġstatistik Analiz 

Verilerin istatistik analizi SPSS 15.0 programı Kruskall-Wallis ve ANOVA testleri 

kullanılarak yapılmıĢtır. 
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3. BÖLÜM 

BULGULAR 

3.1. Protein Miktarı 

Herhangi bir iĢlem uygulanmamıĢ, fermentasyon, piĢirme, ultrason ve mikrodalga 

iĢlemleri uygulanmıĢ nohut örneklerinin protein miktarları Tablo 7‘de gösterilmiĢtir. 

Buna göre protein miktarı en fazla mikrodalga uygulanan nohutta daha sonra sırasıyla 

ham, fermente, piĢirilmiĢ ve ultrason uygulanan nohutta görülmüĢtür.  

Tablo 7. Protein miktarı 

Örnek Adı Protein miktarı (mg/mL) 

Ham nohut 2,50 ± 0,61
a
 

Fermente nohut 1,94 ± 0,35
a, b

 

PiĢirilmiĢ nohut 1,67 ± 0,5
b
 

Ultrason uygulanmıĢ nohut 1,66 ± 0,26
b
 

Mikrodalga uygulanmıĢ nohut 2,66 ± 0,3
a
 

Aynı sütundaki farklı küçük harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0,05) 
 

Enzimatik hidrolize tabi tutulan nohut örneklerinin protein miktarları Tablo 8‘de 

verilmiĢtir. Analiz sonuçlarına göre protein miktarı sıralandığında büyükten küçüğe 

doğru sırasıyla mikrodalga uygulanmıĢ, piĢirilmiĢ, ultrason uygulanmıĢ, fermente ve 

ham nohut gelmektedir.   

 

Tablo 8. Hidroliz edilen örneklerin protein miktarı 

Örnek Adı Protein miktarı(mg/mL) Hidroliz verimi (%) 

Ham nohut  0,249 ± 0,27
a
    

 

9,96 

Fermente nohut 0,324 ± 0,03
a
 16,69 

PiĢirilmiĢ nohut 0,513 ±0,17
a
 30,69 

Ultrason uygulanmıĢ nohut 0,353 ± 0,16
a
 21,27 

Mikrodalga uygulanmıĢ nohut 0,577 ± 0,03
a
 21,71 

Aynı sütundaki farklı küçük harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0,05) 
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3.2. ADE inhibitör aktivitesi 

 

Örneklerin hepsinde oldukça yüksek oranda ADE inhibtör aktivitesi gözlenmiĢtir. 

Ġnhibisyon çalıĢmalarında örnek çok yoğun olduğunda %100‘ün üzerinde sonuçlar 

bulunabilmektedir.  

 

AĢağıdaki grafikte çeĢitli iĢlemler uygulanmıĢ nohutların ADE inhibisyon aktiviteleri 

gösterilmiĢtir. Aktivite büyükten küçüğe sıralandığında ultrason uygulanmıĢ, ham, 

mikrodalga uygulanmıĢ, piĢirilmiĢ ve fermente nohut olduğu görülmektedir. 

 

Tablo 9. Örneklerin % ADE inhibisyon aktivitesi 
 

Örnek adı %ADE inhibisyonu 

Ham nohut                           132,7
a
                                  

 

Fermente nohut 86,9
a
 

PiĢirilmiĢ nohut 105,4
a
 

Ultrason uygulanmıĢ nohut 147,2
b
 

Mikrodalga uygulanmıĢ nohut 122,1
a
 

Aynı sütundaki farklı küçük harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0,05) 

 

 

ġekil 3. %ADE inhibisyonu 
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3.3. DPPH radikali süpürme aktivitesi 

 

DPPH radikali süpürücü aktivite %inhibisyon Tablo 10‘da verilmiĢtir. Değerler 0,01 mg 

örnek/mL konsantrasyonu için hesaplanmıĢtır. 

 

Tablo 10. Nohut hidrolizatlarının %DPPH inhibisyonları 

Örnek adı %Ġnhibisyon 

Ham nohut 6,01 ± 0,62
a
  

 

 

Fermente nohut 10,30 ± 6,60
a
 

PiĢirilmiĢ nohut 6,92 ± 0,22
a
 

Ultrason uygulanmıĢ nohut 4,11 ± 1,35
a
 

Mikrodalga uygulanmıĢ nohut 6,89 ± 1,78
a
 

 

Aynı sütundaki farklı küçük harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0,05) 

 

En yüksek DPPH inhibisyonu fermente edilen örneklerde görülmüĢtür (%10,3). Bunu 

sırasıyla piĢirilmiĢ, mikrodalga uygulanmıĢ ve ham örnekler izlemiĢtir. Ultrason 

uygulanan örneklerde ise DPPH inhibisyon aktivitesi en az bulunmuĢtur. Sonuçlar 

arasında istatistik bir farklılık yoktur.  
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4. BÖLÜM 

TARTIġMA 

Mondor ve arkadaĢları (75), iĢlem görmemiĢ nohutta protein miktarını 22,3 ile 18,9 

(%kuru madde) gram olarak bulmuĢlardır. Bu çalıĢmada verilen sonuçlar mg/mL 

cinsinden olduğu için sonuçların farklı çıkması doğaldır. Örneğin barbunya kullanılan 

bir çalıĢmada protein miktarı 0,1463 mg/mL olarak bulunmuĢtur. Bizim çalıĢmamızda 

ise protein miktarı 2,66 ile 1,66 mg/mL arasında değiĢmektedir.   

Mikrodalga uygulanan örneklerde protein miktarındaki artıĢ istatistik olarak önemli 

değildir (p>0,05). Bradford metodunda boya arjinin gibi bazik amino asitlere daha çok 

bağlanmaktadır. Börülce ile yapılan bir çalıĢmada örneklere otoklav, kaynatma, 

fermantasyon, mikrodalga gibi iĢlemler uygulanmıĢtır. ÇalıĢmada amino asit miktarları 

tek tek incelendiğinde mikrodalga uygulanan örneklerdeki arjinin miktarının ham 

örneğe göre daha fazla olduğu görülmüĢtür (76). Bizim çalıĢmamızda da mikrodalga 

uygulanan örneklerin protein miktarının fazla çıkması arjinin miktarının dolayısıyla 

absorbans değerinin fazla çıkmasıyla açıklanabilir. Diğer örneklerde ise protein 

miktarında azalma gözlenmiĢtir. Wang ve arkadaĢlarının (2010) nohut ve kuru 

fasülyede yaptıkları bir çalıĢmada bu baklagillerin piĢirilmesi sonucu protein miktarında 

azalma gözlenmiĢtir. Bunun sebebi ise piĢirme sırasında çözülebilir katılarda yaĢanan 

kayıplar olarak açıklanmıĢtır (77). Nohut kullanılan baĢka bir çalıĢmada ise piĢirmenin 

toplam protein içeriğini %3,4 azalttığı, bunun sebebinin de proteinlerin piĢirme suyuna 

geçiĢi olduğu bildirilmiĢtir (78).  

Enzimatik hidroliz genellikle gıda kaynaklı protein hidrolizatları üretmek ve biyoaktif 

peptitlerin öncül proteinlerden salınımını sağlamak için kullanılır.  Bizim çalıĢmamızda 

hidroliz verimi literatürdeki diğer çalıĢmalarla paralellik göstermektedir. Hidroliz 

verimi ısıl iĢlemler ve fermantasyon ile artmıĢtır.  Hidrolizatlardaki protein miktarı 

arasında istatistik olarak bir fark görülmemiĢtir. Hidroliz verimi en fazla kaynatılmıĢ 
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örneklerde izlenmiĢtir. Termal prosesler, piĢirmeden sonra proteinlerde konformasyonal 

değiĢiklik olduğundan, proteolitik enzimlerin etkisini artırmaktadır (79). Börülcenin 

çeĢitleri ile yapılan çalıĢmalarda fırınlamadan sonra protein sindirilebilirliğinin yaklaĢık 

% 85 arttığı bildirilmiĢtir (80, 81). Nohut kullanılan bir çalıĢmada in vitro protein 

sindirilebirliği ısıl iĢlem sonucu artmıĢtır. Kaynatma sonucu meydana gelen artıĢ 

istatistik olarak önemliyken, otoklav ve mikrodalga uygulanan örneklerdeki artıĢ 

istatistiki açıdan önemli bulunmamıĢtır. Sindirilebilirlikteki bu artıĢın protein 

denatürasyonu, tripsin inhibitörlerinin yıkımı veya taninler ve fitik asidin azalmasından 

dolayı olabileceği bildirilmiĢtir (82). Sorgum ile yapılan bir çalıĢmada ise fermantasyon 

sonucu in vitro protein sindirilebilirliği artmıĢ ve sebebi tripsin inhibitörleri ve taninler 

gibi besleyici olmayan faktörlerin azalması olarak açıklanmıĢtır (83). Bilindiği gibi 

düĢük protein sindirilebilirliğini besleyici olmayan faktörlerle iliĢkilidir.  

ADE inhibisyonunda en yüksek aktivite ultrason uygulanan örneklerde izlenmiĢtir. 

ADE inhibisyon aktivitesinde kontrole göre yaklaĢık %14‘lük bir artıĢ olmuĢtur. Bu 

artıĢ istatistik açıdan önemli bulunmuĢtur (p<0,05). Literatür taraması sonuçları 

desteklemektedir. Buğday çimi kullanılan bir çalıĢmada ultrasonik ön iĢlemin ADE 

inhibitör aktivitesini %21-40,7 oranında artırdığı belirtilmiĢtir. Bunun sebebi amino asit 

konsantrasyonuyla açıklanmıĢtır. Ultrasonik ön iĢlem uygulanan örneklerde hidrofobik 

amino asit miktarının, özellikle prolin miktarının önemli derecede arttığı gösterilmiĢtir 

(84). Bu ultrasonik ön iĢlem gören hidrolizatların C-terminalinde prolin içeren peptit 

miktarının daha fazla olabileceğini kanıtlar niteliktedir. Bilindiği gibi C-terminalinde 

prolin içeren peptitler ADE inhibisyonu bakımından diğer peptitlere oranla daha yüksek 

aktivite göstermektedir. Prolin aynı zamanda bu peptitlerin stabilitesinde önemli rol 

oynamaktadır. Özellikle C-terminalinde bulunan prolin, genellikle ADE inhibitör 

peptitlere sindirim enzimleri tarafından parçalanmasına karĢı direnç kazandırır (85).  

Yine baĢka bir çalıĢmada ultrasonun ADE inhibitör peptitlerin üretimini artırdığı ve 

aktivitenin maksimuma ulaĢması için geçen süreyi kısalttığı bildirilmiĢtir (86). 

Sonikasyon sırasındaki enzimatik hidrolizdeki artmanın kavitasyon sebebiyle 

difüzyonun artıĢıyla ilgili olabileceği düĢünülmektedir. Zhou ve arkadaĢları da (87), 

enzimatik hidrolizden önce ultrasonik ön iĢlemin ADE inhibitör aktivitesini artırdığını 

saptamıĢlardır. 
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Fermantasyon yıllardır süregelen bir gıda prosesidir. Fermantasyon hammadddede 

doğal olarak bulunan veya sonradan eklenen bir starter kültür yani mikroorganizma 

gerektirir. Bu mikroorganizmalar Ģekerleri ve proteinleri hidroliz ederek geliĢirler. Bu 

hidroliz sırasında ise farklı amino asit dizilimine sahip peptitler ve serbest amino asitler 

oluĢur. Proteoliz derecesi fermantasyonda kullanılan bakteri türüne ve fermantasyon 

koĢullarına bağlıdır. Fermantasyon sonucunda ADE inhibisyon aktivitesinde yaklaĢık 

%31‘lik bir azalıĢ görülmüĢtür, fakat bu istatistik açıdan anlamlı bir azalıĢ değildir 

(p>0,05). Bu sonuç literatürle tutarlılık göstermemektedir. Bunun kullanılan bakteri 

türünden veya fermantasyon koĢullarından kaynaklandığı düĢünülmektedir.   

Çin‘de geleneksel olarak üretilen fermente soya ürünü Douchi‘nin fermantasyonu 

sırasında ADE inhibitör aktivitesinin değiĢiminin incelendiği bir çalıĢmada iki haftalık 

fermantasyon süresi boyunca aktivitenin arttığı ancak süre uzadıkça aktivitenin 

azalmaya baĢladığı görülmüĢtür. ADE inhibitör aktivitesine sahip peptitlerin, peptit 

hidrolizi gibi sebeplerle tüketiminin ADE inhibitör aktivitenin azalmasında etkili 

olabileceği bildirilmiĢtir (65).  

  Dört farklı Enterococcus faecalis türü ile yapılan bir çalıĢmada proteolitik aktiviteye 

sahip bakterilerin durağan faza geçene kadar ADE inhibitör aktivitenin arttığı bildirilmiĢ 

ve bunun proteoliz derecesiyle yakından ilgili olduğu belirtilmiĢtir. Fermantasyonun 

baĢlarında proteolizin arttığı, fermantasyonun ilk 6 saatinde ADE inhibitör aktivitesinde 

az miktarda artıĢ olduğu, esas artıĢın ise 24 saatlik süreçte meydana geldiği ve 48 saat 

sonra aktivitede azalma görüldüğü kaydedilmiĢtir. ADE inhibitör aktivitenin proteoliz 

derecesi ile iliĢkili olduğu vurgulanmıĢtır (88). Sütün farklı bakteri türleri ile fermente 

edilmesinden sonra ADE inhibitör aktivitesinin incelendiği bir çalıĢmada düĢük hidroliz 

derecesinin düĢük ADE inhibitör aktivitesiyle yakından iliĢkili olduğu belirtilmiĢtir. Bu 

da farklı bakteri türleri arasındaki proteolitik sistemlerindeki farklılıklarla açıklanmıĢtır 

(89). Bu çalıĢmada kullanılan bakteri (Lactobacillus plantarum) fermantasyon süresiyle 

de orantılı olarak fazla proteolitik aktivite gösterip ADE inhibitör aktiviteye sahip 

peptitlerin de parçalanmasına sebep olmuĢ ve aktiviteyi azaltmıĢ olabilir.   

Kuru nohutun çiğ olarak tüketilmesinin mümkün olmadığı düĢünülerek piĢirilmiĢtir. 

Bunun sonucunda ADE inhibitör aktivitenin %18,6 azaldığı görülmüĢtür. Bu azalma 

istatistik olarak önemli değildir (p>0,05). Sıcaklık farklı materyallerde farklı etkilere 
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sebep olabilmektedir. Kuru baklagillerle yapılan pek çok çalıĢmada ısıl iĢlem ADE 

inhibisyon aktvitesinde artıĢa sebep olmuĢtur. Kuru fasulyeyle yapılan bir çalıĢmada 15 

dakika kaynatılarak elde edilen hidrolizatların ısıl iĢlem uygulanmayan hidrolizatlara 

göre daha yüksek ADE inhibitör aktivitesine sahip olduğu belirtilmiĢtir (90). Kuru 

fasulye, barbunya ve yeĢil mercimeğin kullanıldığı bir diğer çalıĢmada 121˚C‘de 50 

dakikalık ısıl iĢlemin üç örnekte de ADE inhibitör aktivitesini artırdığı bulunmuĢtur 

(91).  

Süt proteinlerinin ısıyla muamelesinin aminoasitlerin çapraz bağlanmasını ve 

rasemizasyonu indüklediği, böylece proteoliz hassasiyetinin de etkilenerek bu 

proteinlerden elde edilen ADE inhibitörü ve antihipertansif biyoaktif peptitlerin 

değiĢebileceği bildirilmiĢtir. Peptitlerdeki biyoaktif bölgelerin yapı değiĢikliği sonucu 

aktivite etkilenebilir (92). 

ADE inhibitör peptitlerin aktivitesiyle yapısı arasındaki iliĢki hala tam olarak 

bilinmemektedir. Fakat ADEnin bağlanması için en önemli faktörün C-terminal dizisi 

olduğu düĢünülmektedir. C-terminaldeki lisin ve arjinin gibi pozitif yüklü amino 

asitlerin varlığı inhibitör potansiyelini artırabilir. Yüksek sıcaklıklardaki ısıl iĢlem C-

terminal dizisini değiĢtirebilir ve böylece ADE inhibitör aktivitesini etkileyebilir (49). 

Yapılan bir çalıĢmada 65ºC‘de ısıtmanın peynir altı suyu proteinlerindeki kısmen 

açılmıĢ konformasyonu indüklediği belirtilmiĢtir. Bu yapı önceden ulaĢılmaz olan 

enzim aktif bölgesine enzimlerin ulaĢımını sağlamıĢtır. Sıcaklık 90ºC‘ye ulaĢtığında ise 

agregatların oluĢtuğu ve bunların da enzimlerin aktivasyonunu azaltarak hidroliz 

derecesini etkilediği bildirilmiĢtir (93). Bizim çalıĢmamızda kullanılan sıcaklık derecesi 

yüksek olduğundan proteinlerde çözünmez yapılar meydana gelerek ADE inhibitör 

peptitlerin oluĢmasını engellemiĢ olabilir.  

 Mikrodalganın protein yapısını etkilediği bilinmektedir. Mikrodalgalar elektromanyetik 

dalgalardır ve proteinlerin mikrodalga ile ısıtılması bipolar su moleküllerinin 

rotasyonuyla mikrodalga enerjisinin absorbsiyonu ve proteinlerin iyonik 

komponentlerinin dönüĢümü ile sonuçlanır. Mikrodalga ile ısıtma protein hidrolizini 

hızlandırmak için kullanılmaktadır (94). Mikrodalganın termal ve termal olmayan 

olmak üzere iki tip etkisi vardır. Termal etkileri suyun veya organik kompleks 
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sistemlerin mikrodalga enerjiyi absorbe ederek oluĢturduğu ısıyla ilgilidir. Termal 

olmayan etkiler tam olarak bilinemese de elektromanyetik alandan yapılarını değiĢtiren 

makromoleküllerin titreĢimlerine aktarılan direk enerji ile ilgilidir (95). 

 Pramanik et al. (96) mikrodalga ile protein sindiriminin dakikalar içinde gerçekleĢtiğini 

fakat geleneksel yöntemler kullanıldığında saatler sürdüğünü bildirmiĢtir. Literatürde 

mikrodalganın biyoaktif peptitler üzerine etkilerini inceleyen bir çalıĢmaya 

rastlanılmamıĢtır. Fakat aktivitede yaklaĢık %4,5 oranında bir artıĢ saptanmıĢtır. Bu 

artıĢ istatistiki açıdan önemli değildir (p>0,05).  

DPPH radikal süpürücü aktivite testinde, DPPH antioksidanlar tarafından radikal 

olmayan DPPH-H formuna dönüĢtürülür ve DPPH inhibisyonu ölçülür. Bu çalıĢmada 

en yüksek aktivite fermente edilmiĢ örneklerde gözlenmiĢtir (%10,3). Daha sonra 

sırasıyla piĢirilmiĢ ve mikrodalga uyulanmıĢ örneklerde görülmüĢtür. Ultrason ise 

antioksidan aktivitede azalmaya sebep olmuĢtur. Peptitlerin antioksidan özellikleri daha 

önce de belirtildiği gibi amino asit kompozisyonu, yapısı, hidrofobikliğiyle alakalıdır. 

Literatürdeki çalıĢmalar fermente nohutlarda antioksidan aktivitenin arttığını kanıtlar 

niteliktedir. Soya sütünün Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus 

diacetylactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Saccharomyces fragilis ve 

Leuconostoc crenoris içeren kefir kültürü ile fermente edilmesinin fenolik bileĢenleri 

artırdığı ve bunun da DPPH radikal süpürücü aktiviteyi artırdığı (97), Bacillus subtilis 

ile fermente edilen siyah soya fasulyesindeki aktivitenin fermente edilmeyene göre daha 

yüksek olduğu ve yine sebebinin fermente ürünlerin toplam fenolik ve flavonoid 

içeriğinin daha fazla olması olarak açıklanabileceği (98) bildirilmiĢtir.  Katı fazda 

fermente edilen nohutlarda fenoliklerin ve saponinlerin miktarı artmıĢ böylece DPPH 

radikal süpürücü aktiviteleri de artmıĢtır (99). 

Nohut protein hidrolizatlarının fraksiyonlarına ayrıldığı ve en yüksek antioksidan 

aktiviteye sahip olan fraksiyonun incelendiği bir çalıĢmada bu fraksiyonun aspartik asit, 

glutamin, histidin, tirozin ve arjinin içerdiği bildirilmiĢtir. Histidin ve tirozinin 

antioksidan aktivitede önemli yere sahip olduğu bilinmektedir. Bu çalıĢmada incelenen 

fraksiyonun yüksek antioksidan aktivite göstermesinin sebebi bu aminoasitlerin 

varlığıyla açıklanmıĢtır (100). 
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Nohutun fraksiyonlarına ayrıldığı baĢka bir çalıĢmada antioksidan aktivite gösteren 

fraksiyonların arjinin, fenilalanin, lösin, alanin ve aspartik asit bakımından zengin 

olduğu görülmüĢtür. En yüksek aktivite gösteren fraksiyonda toplam hidrofobik amino 

asit içeriği diğerlerine göre daha fazla bulunmuĢtur. Peptitlerde hidrofobisite arttıkça 

lipid içinde çözünebilirliği ve böylece antioksidan aktivitesinin arttığı bildirilmiĢtir. 

Peptitlerin anitoksidan özellikleri ayrıca molekül ağırlıkları ile de ilgilidir. En yüksek 

aktivite gözlenen fraksiyondaki moleküler ağırlık 200-3000Da arasındadır. Literatürdeki 

diğer kaynaklar da yüksek anitoksidan aktivitenin düĢük moleküler ağırlık ile doğru 

orantılı olduğunu göstermektedir (101).   

Ultrason uygulaması dıĢındaki diğer ısıl iĢlemler antioksidan aktiviteyi artırmıĢtır. Isıl 

iĢlem görmüĢ tatlı mısırlarda artan toplam antioksidan aktivite hücre matriksinden bağlı 

fenoliklerin salınımının ve çözülebilir ferulik asit esterlerinin artmasıyla açıklanmıĢtır 

(102). Antioksidan ve DPPH arasındaki reaksiyonun antioksidanın yapısıyla ilgili 

olduğu bilinmektedir. Bu nedenle termal prosesler fenoliklerin yapısını değiĢtirip 

antioksidan aktiviteyi artırmıĢ olabilir. Ayrıca fitokimyasallarla termal olarak değiĢen 

fenoliklerin arasındaki sinerjetik etkiler aktiviteye katkı sağlamıĢ olabilir (103). 

Mikrodalga fırınlama yapılan arpalarda antioksidan aktivitenin arttığı belirtilmiĢtir. 

Bunun sebebi ise mikrodalga fırınlamanın melanoidler gibi çeĢitli bileĢenlerin 

üretilmesine yol açması olarak açıklanmıĢtır (104). Bu konuda literatürde fazla çalıĢma 

bulunmamaktadır. 
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5. BÖLÜM 

SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

Günümüzde gıdalar sadece beslenmek için değil aynı zamanda fonksiyonel bir takım 

özelliklerinden faydalanmak için tüketilmeye baĢlanmıĢtır. Bu sebeple biyoaktif 

peptitler oldukça ilgi çekmektedir. Biyoaktif peptitlerin antimikrobiyel, antioksidan, 

antitrombotik, anthipertansif gibi pek çok faydalı aktivitesi bulunmaktadır.  

Artan kardiyovasküler rahatsızlıklar bilim insanlarını bu konuda çalıĢma yapmaya 

zorlamıĢtır. ADE inhibitörü biyoaktif peptitler son zamanlarda ilgi odağı haline 

gelmiĢtir. Bu peptitlerle ilgili çalıĢmalar genellikle süt ve süt ürünleri ile et ve balıkta 

yoğunlaĢmıĢtır. Kurubaklagiller ise yoğun protein içerikleri ve ulaĢım kolaylığı göz 

önünde bulundurulduğunda araĢtırmacıların ilgisini çekmiĢtir. Bu materyallerle yapılan 

çalıĢmalar gün geçtikçe artmaktadır. 

Nohut Türk mutfağında yer alan, zengin protein içeriğine sahip bir baklagildir. Bu 

çalıĢmada nohuta fermantasyon, ultrason, mikrodalga ve piĢirme iĢlemleri uygulanarak 

tripsin ve pepsinle hidroliz edilmiĢ ve ADE inhibitör aktivitesi ile antioksidan aktivitesi 

ölçülmüĢtür.  

Ultrason, ADE inhibitör aktiviteyi artırırken diğer ön iĢlemler kontrole göre aktivitede 

azalıĢa sebep olmuĢlardır. Literatürle çeliĢen bu sonuca kullanılan materyalin farklı 

olması ve metotlardaki modifikasyonların sebep olabileceği düĢünülmektedir. 

DPPH radikal süpürücü aktivite en çok fermantasyonla artmıĢtır. Ultrason dıĢındaki 

diğer ısıl iĢlemler de DPPH radikal süpürücü aktivitede artıĢa sebep olmuĢtur. Bu 

artıĢların prosesler sonucu oluĢan hidrofobik amino asitlerle ilgili olabileceği 

düĢünülmektedir.   
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Öneriler:  

Biyoaktif peptitler üzerine mikrodalganın etkilerini inceleyen çalıĢmalara literatür 

taramasında rastlanmamıĢtır. Mikrodalga uygulamasının biyoaktif peptitler üzerindeki 

etkilerinin daha detaylı incelendiği çalıĢmaların yapılmasının etkili olabileceği 

düĢünülmektedir.  

Bu çalıĢmada seçilen süre ve sıcaklıklar nohutun tüketilebilecek kadar piĢtiği, günlük 

kullanıma en uygun olabilecek noktalardır. Farklı sıcaklık ve süreler seçildiğinde 

sonuçlarda değiĢme olabileceği öngörülmektedir. Kaynatmanın farklı sürelerde ve 

sıcaklıklarda ADE inhibisyonunu artırdığı bilinmektedir. Bu nedenle değiĢik 

parametreler kullanılarak inceleme yapılmasının bilimsel açıdan yararlı olacağı 

düĢünülmektedir.  

 Nohutun ADE inhibisyon ve antioksidan aktiviteye sahip olduğu bulunmakla beraber, 

amino asit içeriğinin belirlenmesinin aktivitenin kaynağını anlamak bakımından faydalı 

olabileceği düĢünülmektedir. Özellikle mikrodalganın antihipertansif ve antioksidan 

aktivite üzerine etkilerinin anlaĢılması bakımından daha detaylı incelemelerin yapılması 

önemlidir. 

Nohuttan protein izole edilerek in vitro aktivitesi kanıtlanmıĢ örneklerin in vivo 

aktivitesinin araĢtırılması önerilmektedir. 

Ultrasonik ön iĢlem uygulanmıĢ nohutlardan endüstriyel anlamda biyoaktif peptit 

üretmek faydalı olabilir.  
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