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NOHUT PROTEIN HIDROLIZATLARININ ANJIYOTENSIN DONUSTURUCU
ENZIM (ADE) INHIBITOR AKTIVITESI UZERINE ULTRASON,
MiKRODALGA, FERMANTASYON VE PiSIRMENIN ETKILERI

Fadime Begiim OTAG
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2014
Danmisman: Prof. Dr. Mehmet HAYTA

OZET

Bu calismada nohuttan elde edilen protein izolatlarindaki ADE inhibisyon ve
antioksidan aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Nohutlara pisirme, mikrodalga, ultrason,
fermantasyon gibi 6n iglemler uygulandiktan sonra aktivitedeki degisiklik arastirilmistir.
Biitiin ornekler pepsin ve tripsin ile hidroliz edildikten sonra analiz edilmistir. En
yiiksek ADE inhibisyon aktivitesi ultrason uygulanan 6rneklerde goriilmiistiir. Aktivite
ham nohuta gore yaklasik %21,0-40,7 oraninda artmistir. Fermantasyon ve kaynatma 6n
islemleri sonucu aktivitede azalma gozlenmistir. DPPH radikali siipliriicii aktivite en
fazla fermantasyon uygulanan oOrneklerde goriilmistiir. Sonra sirasiyla pisirme ve
mikrodalga uygulanan 6rnekler gelmektedir. Calisma sonunda ultrason uygulamasinin
ADE inhibiyon aktiviteyi artirmada faydali oldugu, fermantasyonun ise antioksidan

aktiviteyi artirdigi bulunmustur.

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

peptitler, ultrason, mikrodalga, fermantasyon, pisirme



EFFECTS OF ULTRASOUND, MICROWAVE, FERMENTATION AND HEAT
TREATMENTS ON ANGIOTENSIN-1 CONVERTING ENZYME ACTIVITY
OF CHICKPEA BIOACTIVE PEPTIDES

Fadime Begiim OTAG
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, November 2014
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet HAYTA

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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GIRIS

Yiiksek kan basinci veya hipertansiyon koroner kalp hastaliklari, periferik arter hastaligi
ve kalp krizi gibi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Yasam
tarzindaki degisiklikler, farkli diyet yaklasimlar1 ve farmakolojik uygulamalar
hipertansiyon tedavisinde etkilidir. Farmasotik ilaglarin kuru oksiiriik, kasinti gibi yan
etkilerinin olmas1 dogal olarak hipotansif etkiye sahip peptitler iceren gidalara karsi

ilgiyi artirmistir (1).

Artan epidemiyolojik kanitlar kardiyovaskiiler rahatsizliklar, obezite, hipertansiyon,
diyabet ve hatta kanser gibi hastaliklarla diyet arasinda kuvvetli bir bag oldugunu
gosterir. Fonksiyonel gidalarin tiretilmesi de saglikla gidalar arasinda bir iliski oldugu
algisina yanit niteligindedir. Bir fonksiyonel gida genel olarak viicutta bir veya birden
fazla fonksiyon iizerinde 1yi olma hali saglayan gida olarak tanimlanir. Son zamanlarda
temel besleyici Ozelliklerinin disinda gida prosesi siiresince olgunlagsma veya
fermantasyon yoluyla, sindirim sirasinda enzimler yoluyla olusan peptitler insan sagligi
tizerinde faydali etkilere sahiptir. Bu biyoaktif peptitler 2 ile 50 amino asit uzunluguna
sahiptirler ve antimikrobiyel, antioksidan, antitrombotik, antihipertansif ve opioid
aktivite gostererek kardiyovaskiiler sistem, sindirim, endokrin, bagisiklik ve sinir

sistemlerini etkilerler (2 ve 3).

Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) viicutta iki sisteme etki etmek suretiyle kan
basincini diizenler. Bunlardan ilki renin-anjiyotensin sistemidir. ADE bu sistemde
bulunan anjiyotensin I’i vazokonstriktér olan anjiyotensin II’ye doniistiiriir, aldosteron
saliimini indiikleyerek sodyum konsantrasyonunu ve dolayisiyla kan basincini artirir.
Ikincisi kinin-kalikrein sistemidir. Vazodilator olan bradikinini pargalar. Antihipertansif

biyoaktif peptitler bu enzimi inhibe ederek kan basincinin diismesine yardimci olurlar

(4).



Son zamanlarda yiiksek diyet proteini alimi kan basincini diisiirmede hipertansif
bireyler i¢in etkili bir yontem haline gelmistir. Diyet ve saglik arasindaki iliski hakkinda
artan tiiketici bilgisi farkindaligi, notrasetik ve fonksiyonel gida talebini artirmistir. Bu
genellikle sentetik ilaglarin yan etkisinden ve artan ilag masraflarindan kaginma
istegiyle iligkilidir. Temel besleyici 6zelliginin disinda bircok gida proteini spesifik
fizyolojik fonksiyonlara sahip peptit dizileri igerirler. Hastaliktan korunmada veya
tedavisinde spesifik gidalarin veya gida bilesenlerinin kullanilmasi1  6zellikle
hipertansiyonun yonetilmesinde dnem tasimaktadir (5). Baska mekanizmalarin da roli
olmasina ragmen gida proteinlerinden sentezlenen biyoaktif peptitlerden kaynakli ADE
inhibisyonu antihipertansif etkiye sebep olur. Spontan hipertansif farelerle yapilan pek
cok c¢alismada ADE inhibitorii peptitlerce zengin bir diyetle hipertansiyonun
baskilanabilecegi bulunmustur (6,7,8,9). Bazi arastirmalar hipertansiyonu olan
hastalarda ADE inhibitorii peptitler veya bunlar igeren gidalarin tiikketiminin

antihipertansif etkisi oldugunu gostermistir (10).

Kuru baklagiller karbonhidrat, protein ve diyet lif kaynagi olmakla birlikte vitamin ve
mineral ihtiyacini da karsilar. Son derece besleyici olan baklagiller, yiliksek kolesterol
ve tip-2 diyabetin diizenlenmesi, bazi kanser tiirlerinin 6nlenmesi gibi bir¢ok saglik

ozelligine de sahiptirler (1).

Kuru baklagillerin giinliik beslenmemizde Onemli bir yere sahip olmasi, ADE
inhibitorleri hakkinda baklagillerle yapilan caligmalarin oldukg¢a sinirli olmasi, kuru
baklagillerde bulunan ADE inhibitorii peptitlerin uygulanacak prosesler sonrasinda

etkisinin devam edip etmeyeceginin arastirilmasi bu sebeple 6nem kazanmaktadir.

Bu tez calismasinda nohuta enzim muamelesi ile elde edilen biyoaktif peptitlerin ADE
inhibitorii ve antioksidan aktivitesi lizeriene ultrason, , mikrodalga, fermantasyon ve

pisirme gibi gida proseslerinin etkilerininin belirlenmesi hedeflenmistir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER
1.1. Fonksiyonel Gidalar

Gilintimiizde gidalar sadece aclik duygusunu bastirip, gerekli besin odgelerini temin
etmemizi saglayan iriinler degil aym1 zamanda g¢esitli viicut fonksiyonlarimizin
diizenlenmesinde rol oynayan, saglik acisindan yararli araglardir. Son yillarda insanlar
kimyasal ilaglar kullanmak yerine dogal olan materyalleri tiiketmeyi tercih

etmektedirler.

Fonksiyonel gida teriminin diinyaca kabul edilmis bir tanimi olmasa da “normal
beslenme kosullarinin 6tesinde sagliga faydasi olan gidalar” ve “geleneksel gidalara
goriiniis olarak benzeyen, normal diyetin bir pargasi olarak tiiketilmesi tasarlanan, ancak
basit besin gereksiniminin disinda fizyolojik roller oynamasi i¢in modifiye edilen

gidalardir” (11).

Onceleri fonksiyonel gidalar sadece vitamin veya minerallerle fortifiye edilmis besin
maddeleri olarak karsimiza ¢ikmaktaydi (12). Son zamanlarda omega-3 yag asitleri,
fitosteroller, ¢oziinebilir diyet lifler, biyoaktif peptitler ve bunun gibi pek ¢ok makro

molekiillerle zenginlestirilmis gidalar tizerine yogunlagilmistir (13).
1.2. Biyoaktif Peptitler

Yapisal olarak peptitler, birbirine peptit bagi ile baglanmig kisa aminoasit
polimerleridir. Birkag¢ peptitin birlesmesi ile de proteinler olusur. Proteinler viicut igin
gerekli enerjiyi, esansiyel aminoasitleri saglayan ¢ok 6dnemli besin kaynaklaridir. Ayni
zamanda gidalarin fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerini etkiler ve fonksiyonel aktivite
gostererek sagliga faydali bilesenler olarak rol oynar. Proteinlerin fizyolojik ve

fonksiyonel 6zelliklerinin zincirde bulunan biyoaktif peptit dizisinden kaynaklandigi



diistiniilmektedir. Bu peptitler gastrointestinal sindirim sirasinda sindirim enzimleriyle

veya in vitro proseslerde proteolitik enzimlerle 6nciil proteinden salinirlar (14).

Biyoaktif peptitler genellikle 2-20 aminoaside sahiptirler (15). Aminoasit dizisine bagh
olarak bu peptitler opioid, antimikrobiyel, antitrombotik, hipokolestrolemik,
antihipertansif, antioksidan, immiin diizenleyici ve bunun gibi pek cok aktivite

gosterirler (16,17).
1.2.1. Opioid peptitler

Opioid aktiviteli gida kaynakli peptitler ilk olarak 1970lerin sonunda bulunmus ve
yapisal §, p ve k opioid reseptorlerle interaksiyona giren endojen ligandlara benzedigi
icin ekzorfin olarak adlandirilmigtir. Yaygin yapisal motifleri N-terminalinde bulunan
tirozin ve bu pozisyondan sonraki {i¢ilincii veya ddrdiincii pozisyonda bulunan aromatik
aminositten olusur (16). Ekzojen opioid peptitler tipik ve atipik olmak tizere iki gruba
ayrilirlar. Tipik olanlarda ayni1 N-terminal dizisi goriiliirken (YGGF), atipiklerde sadece
N-terminaldeki tirozin aynidir (18). Pek ¢ok gida kaynakli opioid peptit in vivo veya in

vitro sindirim sonucunda olusan atipik opioidlerdir (14).

Tipik opioid peptitlerin ii¢ 6nciil proteini vardir. Bunlaar proopiomelanokortin (
endorfin), proenkalfin (enkalfin) ve prodinorfin (dinorfinler)dir (19). Opioid peptitler
viicutta sentezlenebilir( endorfin gibi) veya sindirilmis gidalardan absorbe edilebilir(
kazomorfinler, ekzorfinler, rubiskolinler gibi). Bu peptitlerin etkileri ¢ok ¢esitli olmakla
beraber hepsi uyusturucu benzeri etki gosterir. Beyin opioid peptit sistemleri
motivasyonda, duygulanmada, baglanma davranisinda, stres ve aci hissinde ve gida

aliminin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (20).
1.2.2. Antitrombotik peptitler

Trombosit agregasyonunu ve trombosit yiizey reseptorlerine fibrinojen baglanmasini
inhibe eden peptitler kapa-kazeinin renin ile pargalanmasi sonucu olusan
glikomakropeptitlerin dizisinde bulunmaktadir (16). Gida kaynakli antitrombotik
peptitler esas olarak sigir kapa-kazeinin enzimatik hidrolizi ile olusmaktadir. Son

zamanlarda bu peptitler insan ve koyun kapa-kazeininden de izole edilmistir (21, 22).



1.2.3. Mineral baglayan peptitler

Ser-Ser-Ser-Glu-Glu dizisini igeren pek c¢ok fosfopeptit sigir kazeininden izole
edilmistir. Bu dizi peptitlere bagirsak pHsinda ¢ozeltilerdeki Ca, P ve diger mineralleri
tutma kapasitesi saglamaktadir. Bu peptitlerin yiiksek anyonik karakterleri proteolitik
ataklara kars1 direng saglar, kalsiyum ile ¢oziilebilir kompleks olusturmalarina izin verir

ve ¢ozlinmez kalsiyum fosfat olusumunu engeller (20).

Kazeinofosfopeptitler gibi biyoaktif peptitler demir ve bakir gibi pro-oksidan metallerle
selat yapma yetenegine sahiptirler ve bdylece gidalarda bozulmaya sebep olan lipid
oksidasyonuna karst koruma saglarlar. Bu peptitlerin metal selatlama 06zellikleri
histidindeki imidazol halkasina baglanmaktadir. Mineral baglayan peptitler bakir gibi
elementleri baglayarak biyoulasilabilirligini artirirlar. Ayrica rekalsifikasyonda rol

oynadiklari i¢in bu peptitlerin dis bakiminda kullanilmasi da amaglanmaktadir (14).
1.2.4. Antimikrobiyel peptitler

Antimikrobiyel ozellikteki peptitler mikroorganizmalarda hayvanlara, bitkilere kadar
pek cok dogal kaynakta bulunmaktadir. Antimikrobiyel peptitler mikrobiyel kaynakli
gida bozulmalarini, pek ¢ok patojen saldirisini inhibe ederler. Bunlarin aktivitesi peptit
boyutuna, aminoasit kompozisyonuna, yiike, hidrofobiklige ve ikincil yapiya bagl

olarak degismektedir (14).

Antimikrobiyel peptitler peynir alti suyunda bulunan laktoferrinden elde edilmistir.
Laktoferrin siitii olan memelilerin pek ¢ok biyolojik sivisinda bulunan demir baglayici
bir glikoproteindir. Enzimatik sindirimle olusan laktoferrisinin antimikrobiyel 6zelligi
daha fazladir. Bunun sebebi ise daha kii¢iik molekiillerin mikrobiyel yiizeydeki hedef

noktalara ulasmasinin daha kolay olmasi olarak agiklanmistir (23).

Antimikrobiyel peptitlerin biiyiik bir kism1 degisik bakteri gruplarinda ribozomal olarak
sentezlenen bakteriyosinlere aittir. Bakteriyosinlerin antimikrobiyel aktivitesi hiicresel v
molekiiler seviyelerde agiklanmustir. Inhibisyon peptitlerin membranla ve diger hiicresel
bilesenlerle  interaksiyonundan  kaynaklanmaktadir. Pek  ¢ok  bakteriyosin
mikroorganizmalara karsi oldiiriicti etkisini hiicre duvarini parcalayip hiicre zarindan

gecirgenligi artirarak gostermektedir (14).



1.2.5. Hipokolesterolemik peptitler

Genellikle diyet proteinlerinin kandaki lipid profilini artirdigr bilinmektedir. Soya,
peynir altt suyu ve balik proteinleri hipokolesterolemik etki gosterirken sigir kazeini
kolesterol seviyesini artirma egilimindedir. Yapilan ¢aligmalar bu etkinin spesifik bir
amino asit kompozisyonu ile iligkili oldugunu kanitlamistir. Metionin- glisin ve lisin-
arjinin  gruplarinin  diistik oldugu proteinler (soya ve balikta oldugu gibi)

hipokolesterolemik etkiye sahiptir (15).

Soya proteinlerinin toplam plazma kolesteroliinii azaltma yetenegi LDL (low density
lipoprotein) reseptdr ekspresyonunu indiikleme, safra asidi sentezi ve atimini artirma,
bagirsaklardan steroid emilimini azaltma gibi mekanizmalardan kaynaklanmaktadir

(24).
1.2.6. Sitomodiilator peptitler

Son zamanlarda yapilan caligmalar gida kaynakli biyoaktif peptitlerin farkli hiicre
tiplerinin canliligin1 etkiledigini gostermistir. Bazi peptitler kanser hiicresine karsi
secicilik gosterirken bir kisim peptit secici degildir. Segiciligi etkileyen temel faktor
timor hiicresiyle normal hiicre membranlarinin farkli olmasidir. Timor hiicreleri
genellikle negatif ylikliiyken normal hiicreler notr yiizey yiikiine sahiptirler. Bir diger
faktor ise yilizey alan1 ve membranin akigkanligidir. Kanser hiicrelerinin akiskanligi ve
ylizey alani normal hiicrelerden daha fazla oldugu igin peptitlerden etkilenmesi daha
kolay olmaktadir (25).

Secici olmayan peptitler ise kanser hiicrelerinin yani sira bakteriler ve normal hiicrelere
de etki ederler. Bu 6zellikleri hem negatif yiiklii hem de zwitteriyonik olan hiicrelerle

etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir (26).
1.2.7. Bagisiklik sistemini diizenleyici (immunomodiilator) peptitler

Immunomodiilatér peptitler dogal protein kaynaklarmndan gastrointestinal sindirim
sirasinda salinirlar, bdylece immiinolojik tepkileri ve hiicresel fonksiyonlar: etkilerler

(14).

Etkisi tam olarak bilnmese de bu peptitlerin bagisiklik sistemi hiicrelerinin ¢ogalmasini
ve olgunlagsmasini uyardig diisiiniilmektedir (20). Immunomodiilatér peptitler lemfosit
¢ogalmasi, dogal oldiiriicti hiicre aktivitesi, antikor sentezi ve sitokin diizenlemesi ile

bagisiklik sistemi hiicrelerinin fonksiyonunu artirabilirler. Ayrica atopik insanlarda



alerjik reaksiyonlar1 azaltabilir ve gastrointestinal sistemde mukozal bagisiklig

artirabilirler (16).
1.2.8. Antioksidan peptitler

Oksidatif metabolizma hiicrelerin yagam dongiisiinde 6nemli bir yere sahiptir. Bunun
serbest radikal ve oksidatif degisikliklere sebep olan diger radikal oksijen tiirlerinin
olusumu gibi yan etkileri vardir. Fazla miktarda serbest radikal olusumu siiperoksit
dismutaz, katalaz, peroksidaz gibi koruyucu enzimleri etkisiz kilabilir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligsmalar antioksidan peptitlerin enzimatik hidrolizle kazeinden ve laktik asit

bakterileriyle fermente olmus siitten elde edilebilecegi bulunmustur (20).

Antioksidan peptitler 5-16 aminoasit igeren, ucuz, saglikli, kolay absorbe olabilen,
diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir (27).

Tablo 1. Gidalarda bulunan antioksidan peptitler (27).

Peptit kaynagi Karakteristik Hazirlanmasi Aktivitesi
. Otooksidasyon, DPPH, siiperoksit
FRDEHKK 5 farkh proteaz, en etkili o ) ) .
Piring endospermi inhibisyonu ve hidroksil radikal
KHDRGDEF Neutrase

stiptiriicti aktivite

Giicii diistirme, LDL oksidasyonu
Molekiiler agirligt 3-5
Yer fistig1 proteini Farkl1 proteazlar inhibisyonu, DPPH radikal siipiiriicii
kDa olanlar
ve metal selatlayici aktivite

Hidroksil, siiperokst, peroksil, DPPH

ve ABST radikal siipiiriicii aktivite,

Suyosunu proteini VECYGPNRPQF Pepsin
DNA iizerinde koruyucu etki,
hiicresel zarar1 dnleme
Alkalaz, neutrase, Lipid peroksidasyonu inhibisyonu,
Kurbaga derisi LEELEEELEGCE pepsin, papain, DPPH, siiperoksit, peroksil, hidroksil
a-kimotripsin ve tripsin radikal siipiiriicii

histidin ve arjinin gibi
Aygicegi proteini | amino asitlerce zengin Pepsin ve pankreatin Bakir selatlama aktivitesi

hidrolizat

%41,12 hidrofobik,
%12,7 aromatik
Misir gluteni amino asitlerden Alkalaz
olusan 500-1500 Da

Lipid peroksidasyonu azaltic1 giig,

stipiiriicli aktivite

peptit fraksiyonu

» Molekiiler agirligt Ultrafiltrasyon ve Emiilsiyonlarda antoksidan aktivite,
Soya proteini . L )
<10 kDa peptitler Flavourzyme ile hidroliz radikal siipiiriicii




Antioksidan peptitlerin etki mekanizmasi tam olarak anlasilamasa da, bunlar lipid
peroksidasyonunun inhibitorii, serbest radikallerin stiriikleyicisi ve metal iyonlari

gecisinin selatlaridir (27).

Peptitlerin antioksidan 6zelligi daha ¢ok kompozisyonuyla, yapisiyla ve hidrofobitesiyle
alakalidir. Triptofan, tirozin, metiyonin, lisin, histidin antioksidan aktiviteye sebep olan
aminoasitlerdir (28). Amino asitlerin aromatik kismi elektronu eksik radikale proton
vererek, radikal siipliriicii etkiyi artirir. Histidin igeren peptitlerin antioksidatif etkisinin
imidazol grubunun hidrojen verme, lipit peroksil radikal yakalama ve/veya metal iyon

selatlama yetenegiyle ilgili oldugu diistintilmektedir (29).

Uygun amino asitlerin peptit dizisinde dogru yerde olmasi da antioksidan aktivitede
onemli rol oynar. Yapilan bir ¢alismada Leu-Leu-Pro-His-His dizisine sahip sentetik
peptitte C-terminalindeki His amino asidinin aktivitede 6énemli oldugu, bu aminoasit
ayrildiginda aktivitede azalma oldugu belirtilmistir. Yine ayni1 ¢alismada Pro-His-His
dizisinin en yiikskek antioksidatif aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda
peptitin konfigiirasyonu da aktivitede etkili olabilmektedir. Ornegin L-His, D-His’e
dontistiigi zaman aktivitede azalma gozlenmistir (30). Tablo 2’de amino asit

kompozisyonu ve pozisyonun antiosidan aktiviteye etkisi 6zetlenmistir.

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

Amino asitler Etki mekanizmasi Ornekler

Aromatik AA (Tyr, Rezonans yapisi yoluyla kendisi stabil N-terminaldeki His, metal selatlayici

His, kalirken, elektron vererek radikali stabil C-terminaldeki His, radikal siipiiriicii

Trp, Phe)

molekiile doniistiiriir. Amino asitlerin radikal

stipiiriicti 6zelligini gelistirir

C-terminaldeki Tri veya Tyr igeren tripeptitler
giicli radikal siipiiriicii, fakat peroksinitrit

siiplirmede zayif

Hidrofobik AA

Hidrofobik radikal tiirleri ve coklu doymamig
yag asitlerine (PUFA) erisimi kolaylagtiran
lipidlerde peptit ¢oziintirligiini artirir, Gly

hidrojen donoru olarak davranir

N-terminaldeki Val veya Leu ve dizideki Pro,
His, Tyr, Hidrofobik PUFAlara kars1 Ala, Val,
Leu alifatik gruplarinin yiiksek reaktivitesi
Terminallerdeki Ala, Leu, gliiten peptit
dizisindeki GIn ve Pro

Asidik ve bazik AA

Metal iyonlarinin selatorii ve hidrojen donoru
olarak yan zincirdeki karboksil ve amino

gruplari

Fermente midye sosundan piirifiye edilen Asp

(asidik) ve His (bazik) aminoasitleri

Sistein

SH grubu radikal siipiiriiciidiir, dokular1
oksidatif strese kars1 korur, glutatiyon

aktivitesini gelistirir.

Cys igeren trpeptitler peroksnitrit radikallerine

kars1 giiglii siipiirticiilerdir




1.2.8.1- Serbest Radikaller

Serbest radikaller eslenmemis elektron igeren, bu nedenle kararsiz ve olduk¢a reaktif
molekiillerdir. Bu reaktif molekiiller proteinlere zarar verebilir, DNA mutasyonuna
sebep olabilir, membrandaki fosfolipidlerin oksidasyonuna neden olabilir veya diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) modifikasyonuna sebep olabilir.

Serbest radikaller ii¢ sekilde ortaya ¢ikabilir:

1- Kovalent  bag tasiyan molekiilin homolitik yikimi (homolitik yikimda
elektronlar her iki atomda da ortak elektronlardan biri kalir);

XY — X +Y-

2- Kovalent bagli molekiiliin heterolitik yikimi1 (heterolitik yikimda kovalent bagi
olusturan elektronlarin ikisi de tek bir atomda kalir) ya da tek bir elektron kaybetmesi;
XY —» X'+Y

3- Molekiile elektron eklenmesi (31);

A+e—> A
Serbest radikallerin olusum mekanizmasi su sekilde incelenebilir:

1-Otooksidasyon: Atmosferdeki oksijenin katalizledigi tipik bir oksidasyon tiiriidiir.

Coklu doymamis yag asitleri ve fosfolipidler otooksidasyona ugrama egilimindedir.

2-Gegis metal iyonlarmmin etkisi: Demir ve bakir gibi gecis metalleri oksidasyonu

katalizlemektedir.

3-Fotooksidasyon: Fotokimyasal iz yollari, peroksit olusumunda rol oynar. Peroksitler

ise oksidasyonlarda baslatici olarak gorev yapmaktadirlar.

4-Enzimatik oksidasyon: Reaktif oksijen tiirleri bazi enzimlerin aktiviteleri sonucunda

da oksidasyona ugrayabilmektedir (32).
1.2.9. Antihipertansif peptitler
1.2.9.1. Hipertansiyon

Hipertansiyon kardiyovaskiiler hastaliklarin gelismesinde en onemli risk faktoriidiir.
Kontrol altina alinmadig: takdirde kalp yetmezligi, kalp krizi, bobrek hastaliklari, felg,
gorme kaybi, damar tikaniklig gibi ciddi rahatsizliklara sebep olabilir.
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Avrupa Hipertansiyon Dernegi ve Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESH/ESC)’nin ateryal
hipertansiyon tedavisi kilavuzunda hipertansiyon Tablo 3’teki gibi simiflandirilmistir

(33).

Tablo 3. ESH/ESC 2007’ye gore hipertansiyon siniflandirmasi

Kategori Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)
Ideal <120 <80

Normal 120-129 80-84

Yiiksek normal 130-139 85-89

Evrel hipertansiyon 140-159 90-99

Evre2 hipertansiyon 160-179 100-109

Evre3 hipertansiyon >180 >110

Izole sistolik hipertansiyon >140 <90

Bu siniflandirmaya gore sistolik kan basinci 140 mmHg ve diyastolik kan basinci
90mmHg iizerinde olanlarda ila¢ tedavisi gerekmektedir. Ancak smiflandirmaya gore
yiiksek-normal grup igerisinde yer alan kisilerde hayat kosullarinin degistirilmesiyle

tansiyonun dengelenebilecegi bildirilmistir (33).

Hipertansiyon diinya niifusunun ciddi bir kesimini tehtit altina almistir. Baz1 Avrupa
tilkeleri ile Amerika’da yapilan epidemiyolojik calismalarin sonucunda Amerika’da
yetiskin popiilasyonda hipertansiyon prevalanst %27,6 iken Avrupa iilkelerinde
ortalama %44,2 bulunmustur. Kore’de yapilan ¢aligmada prevalans %33,7 olarak tespit
edilmistir(34). Tirk hipertansiyon prevalansi (patenT) ¢alismasina gore iilkemizde her
tic kisiden birinde bu hastalik gozlenmektedir (35). Son verilere gore bu hastalarin
sadece % 54,7si hipertansiyonun farkindadir (36). Ulkemizde her dért dliimden birinin
sebebi hipertansiyondur (37).

1.2.9.2. Renin-anjiyotensin sistem (Sekil 1)

Kan basinci renin-anjiyotensin sistem (RAS) ve Kinin-nitrik oksit (NO) sistem olmak

tizere iki sekilde kontrol edilir. RAS anjiyotensinojen aktivasyonunu igerir. Bu
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aktivasyon anjiyotensinojenin reninin proteolitik aktivitesi sonucu anjiyotensin-I (AT-
I)’e dontismesi ile meydana gelir. AT-1, ADE (peptidildipeptit hidrolaz, EC 3.4.15.1) ile
C-terminalinde bulunan histidil grubundan pargalanarak AT-II’ye doniisiir. Kuvvetli bir
vazokonstriktor olan AT-II, viicuttaki dokularda bulunan reseptorlere baglanarak
normal kan basincinin devam edebilmesi i¢in kan damarlarinin daralmasini saglar.
Enfeksiyon oldugu durumlarda asir1 AT-II seviyesi kan damarlarinin ¢ok fazla
daralmasina ve kan basincinin yiikselmesine sebep olur. Kinin-NO sistemi ise kuvvetli
bir vazodilator olan bradikinin tiretiminden sorumludur. Bradikinin NO iiretilmesi i¢in
gerekli olan nitrik oksit sentaz aktivasyonunu saglayan hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunu
artirarak antihipertansif etki gosterir. ADE bradikininin par¢alanmasina sebep olarak iki

sistem tizerinden kan basinciniartirir (38).

i “

| ANJIYDTENSINDJEN Vazodilator
—
r "' N
| ANIIYOTENSIN-I BRADIKININ
|. ANJIYOTENSIN-II
INAKTIF
l FRAGMENTLER

—

WVazolkonstriltdr i i

Sekil 1. Renin anjiyotensin sistem

1.2.9.3. ADE inhibitorii peptitler

Yilan zehrinde kesfedildiginden beri pek ¢ok ADE inhibitorii peptit cesitli gida
proteinlerinden izole edilmistir. Bu peptitler genellikle kisa zincirlidir ve ¢ogunlukla

prolin gibi polar amino asitler igerirler (16).
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Gida kaynakl peptitler ile ADE inhibisyon mekanizmasi yarigmaci bir inhibisyondur.
Bu tip inhibisyonlarda peptitler, enzimin katalitik bolgesi icin ADE substrat1 ile yarisir.
Bunun yaninda yarismaci olmayan (Leu-Trp, lle-Tyr) ve enzime baska bolgeden

baglanarak aktivasyonunu azaltan (Ile-Trp, Phe-Tyr) peptitler de vardir.

Arastirmalar sonucunda hidrofobik amino asitlerin ADE inhibitor aktivitesini etkileyen
faktorler arasinda onemli bir yere sahip oldugu bulunmustur. C-terminaldeki prolin,
triptofan, fenilalanin ve tirozin gibi hidrofobik amino asitlerle, N-terminaldeki 16sin,
izolosin ve valin gibi alifatik amino asitler ADE inhibisyonunda 6nemli yapisal
ozelliklerdir (39). Ayrica amino grubunda pozitif yiik olan arjinin ve lisin gibi amino
asitlerin C-terminalde bulunmasi da inhibisyon aktivitesine katki saglar (40). C-
terminalinde prolin veya hidroksiprolin bulunan di/tri- peptitlerin sindirim enzimlerine
kars1 direngli oldugu kanitlanmustir (41). iki veya ii¢ amino asit iceren kisa peptitlerin
serbest amino asitlere gore daha kolay absorbe edildigi (42), zincir uzadik¢a aktivitenin
azaldig1 belirtilmistir (43). Tablo 4’te yapisal 6zelliklerin peptitler iizerindeki etkileri,
Tablo 5’te ise farkli gida kaynaklarindan elde edilen ADE inhibitorii peptit 6rnekleri

verilmistir.

Tablo 4. ADE inhibitorii peptitlerde amino asit ¢esidinin aktiviteye etkisi (15)

Aktivite Yapisal eleman Ozellikler
C-terminalde Pro ya da hidroksi- | Sindirim enzimlerine karsi
Pro olmasi direng¢ kazandirir

C-terminalde Pro, Lys ya da Arg

o Inhibitor aktivitesini artirir
ADE inhibitori olmasi

L Tyr olan dipeptitlerin, Phe
C-terminalinde Tyr ya da Phe

bulunanlara gore daha fazla
olmast

aktivite gosterdigi bulunmustur
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Tablo 5. Farkli gida kaynaklarindan elde edilen ADE inhibitorii peptitler (44)

Kaynak Hidrolizde kullanilan proteaz Aktif dizi 1Cx, degeri
Sigir eti Termolisin+ proteinazA VLAQYK 23.2pg/mL
PNRIKYGD
HERDPTHIKWGD
. PTHIKWGD
Palamut Pepsin FHERDPTHIKWGD
TKTGRSAHVLSRYRPRA
KKPTHIKWGD
Insan Tripsin YLYEIAR 16pM
plazmasi
RYLGY 0.71 uM
Siit kazeini Pepsin AYFYPEL 6.58 uM
YQKFPQY 20.08 uM
FFVAPFPEVFGK 82 pug/mL
TTMPLW 13 pg/mL
Siit kazeini Tripsin AVPYPQR 13 ug/Ml
FALPQY 43 uM
FALPQYLK
YQKFPQY
LPQNIPPL
Siit kazeini Notraz SKVLPVPQK
LPYPYY
FLPYPYY
Siit kazeini L. helveticus KVLPVP 5uM
VWPFPG
GKP
Siit serumu Proteaz K IPA
FP
VWP
Siit serumu Termolizin ::8':( L 83451 tﬁ
.. GTW 464.4 uM;
Fermente siit GAW 240, 0“ M
o YQY 4 uM
Karabugday Efgﬁ't?igs'frf'”' PSY 16 uM
GPP 23.1 uyM
Brokoli YPK 10.5 pg/mL
KDYRL 26.5 uM
Mas fasulyesi  Alkalaz VTPALR 82.4 uM
KLPAGTLF 13.4 uM
Soya DLP 4.8 uM
fas)l/JIyesi Alkalaz 2.4 L DG 12.3 ﬁM
Soya 1.69 uM
fasulyesi 11S  Proteaz P VLIVP
globiilin
Aycicegi Pepsin+pankreatin FVNPQAGS 6.9 uM
;‘Ilag;?ﬁ Pepsin+proteaz M IAP 27uM

Gida kaynakli ADE inhibitorii peptitler siit, et ve baklagil kaynakli olarak siniflandirip

incelenebilir.
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1.2.9.3.1. Siit kaynakli ADE inhibitorii peptitler

Siitte  bulunan biyoaktif peptitler c¢ogunlukla protein dizisi i¢inde inaktif halde
bulunduklarindan aktivite gosterebilmeleri i¢cin enzimatik hidroliz gibi islemlere gerek
duyulur. Siit kaynakli biyoaktif peptitler viicuda alindiktan sonra in vivo yolla
tiretilebildigi gibi fermantasyon veya peynir iiretiminde kullanilan bakteri tiirleri de
biyoaktif peptitlerin salinimina katkida bulunur. Siit proteinlerinin pepsin, tripsin ve
kimotripsin gibi gastrointestinal proteinazlarla in vitro inkiibasyonunun ADE inhibitor

peptit salinimiyla sonuglandig bilinmektedir (9).

Kazein kaynakli pek ¢cok ADE inhibitor peptit tanimlanmistir. Bunlar major peynir altt
suyu proteinlerinin ADE inhibitor peptit icerdigini kanitlar niteliktedir. Alfa-lakalbumin
ve beta-laktoglobiilin kaynakli bazi peptitler Tablo 6’da gosterilmistir (45).

Tablo 6.  o-laktalbiimin ve p-laktoglobiilin hidrolizatlarindan elde edilen ADE
inhibitii peptitler (45).

Uygulanan islem Tanimlanan peptit boliimii Aminoasit dizisi  IC50 (uM)

a-laktalbiimin

Pepsin ardindan a-laktalbiimin f(50-52) YGL 409

tripsin ve kimotripsin

Pepsin a-laktalbiimin f(50-53) YGLP 733

Tripsin a-laktalbiimin £(99-108) VGINYWLAHK 327
a-laktalbiimin f(104-108) WLAHK 77

B-laktoglobiilin

Tripsin B-laktoglobiilin f(22-25) LAMA 556
B-laktoglobiilin f(32-40) LDAQSAPLR 635
B-laktoglobiilin f(81-83) VFK 1029
B-laktoglobiilin f(142-148)  ALPMHIR 43

Pepsin ardindan B-laktoglobiilin f(94-100) VLDTDYK 946

tripsin ve kimotripsin
B-laktoglobiilin f(106-111) ~ CMENSA 788
B-laktoglobiilin f(142-146) ALPMH 521

B-laktoglobiilin f(102-105)  YLLF 172
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Yapilan ¢alismalardan ¢ikan sonuglara gore ADE inhibisyonu igin gatrointestinal
sindirim esansiyel bir faktordiir. Ornegin KVLPVPE (B-laktoglobiilin f 169-175) dizisi
diisiik bir ADE inhibitor potansiyeline sahipken (ICsp > 1000uM), pankreatin ile
hidrolizi sonucu olusan KVLPVP dizisi (IC50=5uM) spontan hipertansif farelerdeki
antihipertansif aktiviteden sorumludur (46).

In vitro hidroliz yaklasiminda karsilasilan zorluk protein ve enzim kombinasyonunun
dogru ayarlanmasidir. Caligmalar, hem kazein hem de peynir altt suyunda ADE
inhibitdr peptit salinimi i¢in temolisinin ¢ok iyi bir enzim oldugunu gostermistir.
Deneylerde o-laktalbuminden termolisin aktivasyonuyla elde edilen hidrolizat en
yiksek ADE inhibisyon aktivitesini gostermistir. - kazeinin termolisin ile
hidrolizinden izole edilen peptitler ise ikinci enyiilksek ADE inhibitor aktivitesini

gostermistir (47).

Alfa-laktalbumin hidrolizatindan tanimlanan ADE inhibitorii aktivitesine sahip biitiin
peptitlerin C-terminalinde ayni diziye sahip oldugu, bu peptitlerin C-terminalinde
bulunan aminoasitler ADE ve inhibitoriine baglanmada ¢ok onemlidir. Bu ¢alismadaki
peptitlerin C-terminalinde prolin ve triptofanin bulunmasi ADE aktif bolgesine
baglanmada esansiyel oldugu tahmin edilmektedir. Buna karsilik glutamik asit varlig

baglanmay1 ve dolayisiyla inhibitor aktiviteyi azaltmaktadir (48).

Biyoaktif peptit elde etmenin bir yolu da fermantasyondir. Cok sayida biyoaktif peptit
iceren fermente siit geleneksel yogurt {retiminde kullanilan Lb.delbrueckii
subsp.bulgaricus ve Streptococcus thermophilus’un yani sira Lb.helveticus, Lb.casei,
Lb.plantarum, Lb. rhamnosus, Lb.acidophilus, Lactococcus lactis subsp.lactis ve
subsp.cremoris gibi laktik asit bakterilerinin proteolitik tiirleri kullanilarak iiretilir (49).
Fermantasyon sirasinda biyoaktif peptitlerin onciilii olan pek ¢ok uzun zincirli
oligopeptit kazein degradasyonu ile serbest kalir. Fermente siit iirlinlerinde laktik asit
bakterilerinin hiicre i¢i peptidazlari ileri diizey degradasyonlara katkida bulunur (50,

51).

Bilinen en iyi ADE inhibitor peptitler VPP ve IPP, siitin Lb.helveticus ve
Saccharomyces cerevisiae tiirleri ile fermantasyonundan elde edilen Japon igecegi
Calpis’den izole edilmistir. ICso degerleri sirasiyla 9 ve 5 uM olan bu iki peptit
antihipertansif ila¢ olan captopril’den 704 kat daha etkilidir. Farelerde Calpisin oral
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olarak alinmasindan 6 saat sonra VPP ve IPP aort dokusunda tespit edilmis ve aorttaki
ADE aktivitesi kontrole gore daha diisiik gézlenmistir (52). Ayrica 21 hafta ve 10 hafta
boyunca 150mg/giin fermente siitle beslenen hipertansif deneklerde kan basincinda

azalma izlenmistir (53, 54). Bu tripeptitlerin hi¢ bir yan etkisi goriilmemistir (55).

Gama amino-biitirik asit (GABA) protein olmayan aminoasittir. Hipotansiyonu
indiikler, ditretik etkisi vardir ve antitimorijenik aktiviteye sahiptir. GABA ile
zenginlestirilmis fermente siit icecekleri hipertansif insanlarda kan basincinm

diistirmstiir (56).

Kimizdan alinan mayalarla fermente edilen siitte ADE inhibitor aktivitesi gdzlenmistir.
Bazi maya tiirleri ac1 tat meydana getirmistir. Bunun sebebi C-terminalde bulunan
fenilalanin olabilecegi belirtilmistir. P. kudriavzevii KL84A and K. marxianus KL26A
tirlerinin acilik olusturmamakla birlikte ADE inhibitor aktivitesine katki sagladig

bildirilmistir (57).

Fermantasyon bitimindeki ve soguk depolama zincirindeki pH degeri iirinlerin ADE
inhibitoér aktivitesini etkileyen en Onemli faktorlerdendir. Analizler fermantasyon
sirasinda ADE inhibitor aktivitesinin pH 4.6’dan 4.3’e kadar arttigin1 géstermistir. Fakat
pH3.5’te aktivite gozlenmemistir (58).

1.2.9.3.2. Et kaynakh ADE inhibitorii peptitler

Sigir gogiis kasi protein hidrolizatinda yapilan c¢aligmalar sonucunda kontrol olarak
kullanilan Captopril’in 0.015 pg/uL. protein konsantrasyonunda %87.8 +3.39 ADE
inhibitor  aktivite gOstermesine karsilik Ornekler 12.68 +1.48 pug/ul.  protein
konsantrasyonunda %49.82 + 10.94 ADE inhibitor aktivite gostermistir. Ayni ¢alismada
3k-Da filtratlar daha yiiksek aktivite gostermistir (59).

L. sakei CRL1862 ve L. curvatus CRL705 ile fermente edilen domuz etindeki
sarkoplazmik proteinlerde ADE inhibitor peptitlerin agiga ¢iktigi gosterilmistir (60).

1.2.9.3.3. Baklagil kaynaklhh ADE inhibitorii peptitler

Baklagiller yiiksek protein igerikleriyle dikkat ¢ekmektedir. Pek cok calisma soya,
nohut, kuru fasulye ve mercimek gibi baklagillerde ADE inhibitor aktiviteye sahip

peptitlerin varligini kanitlar niteliktedir.
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Kirmiz1 ve yesil mercimekle yapilan bir calismada hidroliz edilmeyen 6rneklerde ADE
inhibitor aktivitenin gézlenmedigi, buna ragmen cesitli enzimlerle hidroliz edilenlerde
degisen miktarlarda aktivite izlenmistir (61). Kirmizi mercimekle yapilan diger bir
calismada protein fraksiyonlarina ayrilarak her birinde ayr1 ayri aktivite incelenmistir.
En diisiik ICsp degerinin toplam proteinde (440+4 pg/mL veya 111pumol/L) gozlendigi,
bunu legumin, albumin ve visilin fraksiyonlarinin izledigi bildirilmistir (62). Torino ve
arkadaslar1 (63) mercimegin fermantayonunun antihipertansif bilesenleri (GABA ve

ADE inhibitor peptitler) agiga ¢ikardigini belirtmislerdir.

Fermente soya iirlinleri olan natto ve tempeh ADE inhibitor aktivite gosteren peptitlerin
yani sira pek c¢ok biyoaktif peptit de igermektedir. Soya fayiilyesinin en temel
proteinlerinden olan glisinin, bu peptitlerin onciilii oldugu diigiiniilmektedir (64). Cin’in
geleneksel iirlinii olan, soyanin fermente edilmesiyle hazirlanan douchinin fermantasyon
boyunca ADE inhibitor aktivitesi incelendiginde iki haftalik fermantasyon siiresinde
aktivitenin devamli arttig1 fakat siire uzadik¢a azalmaya basladigi goriilmiistiir (65).
Japonya’da tiiketilen fermente piring ve soya fasulyeinden hazirlanan misoda da
fermantasyon siiresnce ADE inhibitor aktivitenin arttigi bildirilmistir. Bunun yaninda
kazein ilavesiyle hazirlanan misodan izole edilen tripeptitlerin (Val-Pro-Pro ve lle-Pro-

Pro) spontan hipertansif farelerde tansiyonu diistirdiigii belirtilmistir (66).

Bakla (Parkia speciosa) kullanilan bir ¢alismada alkalaz ile hidroliz edildiginde %80.2
ADE inhibitor aktivitesi gosteren peptitler izole edilmistir (67).

Nohut ve bezelyenin ¢esitli enzimlerle hidroliz edilmesiyle elde edilen peptitlerin ADE
inhbitdr aktivite gdsterdigi bulunmustur. Ayni1 ¢alismada baklagil peptitlerinin saglikli
fonksiyonel gida iiretiminde katki olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (68). Proteaz
alkalaz kullanilarak hazirlanan nohut hidrolizatlart ADE inhibitor aktiviteli peptitlerce
zengindir. Bu spesifik peptitlerin izolasyonu ters faz kromatografi ile miimkiin
olabilmektedir. Ayrica bu peptitlerin in vivo antihipertansif etki gosterebilecegi
bildirilmistir (69). Kuru nohutun taze nohuttan daha fazla ADE inhibitor aktiviteye
sahip oldugu, yiiksek tansiyon tedavisinde fonksiyonel gida olarak tiiketilebilecegi
belirtilmistir (70).



2. BOLUM

MATERYAL VE METOT
2.1.Materyal

Kayseri’de yerel bir marketten satin aliman nohut (Cicer arietinum L) ornekleri
kullanilmistir. Lactobacillus plantarum (ATCC kodu 8014) Mikrobiologics’ten, pepsin,
tripsin, ADE ve HHL Sigma Aldrich’ten temin edilmistir.

2.2.Metot
2.2.1. Ogiitme

Ham protein ekstrakti elde etmek icin 6n islem uygulanmayacak nohut Ornekleri
ogiitiiciide (Warke-M20, IKA, Almanya) 0.5 mm’lik elekten gececek sekilde

ogutilmiistir.
2.2.2. Nohut protein izolat1 eldesi

Ogiitiilmiis nohut 6rneklerine 1:10 oraninda distile su ilave edildikten sonra 1IN NaOH
ile pH 9’a ayarlanmis ve oda sicakliginda 1 saat karigtirilmistir. Siispansiyon 5°C’de
4000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenerek (NF80OR, Niive ,Tiirkiye) ¢oziinmeyen kati
partikiillerin ayrilmas: saglanmistir. Ustte kalan s1v1 kisim aliarak 2N HCl ile pH 4.5’a
ayarlanarak izoelektrik ¢oktiirme islemi gerceklestirlmistir. Oda sicakliginda yarim saat
karistirmanin ardindan 4000 rpm’de 20 dakika 5°C’de santrifiij edilerek siipernatant ve
pelet birbirinden ayrilmistir. Pelet 1:5 oraninda su ile siispanse edilip pHst 4.5°e
ayarlanarak 30 dakika karistirilmak suretiyle yikanmistir. Ayni sartlarda tekrar
santrifiijlenerek elde edilen ¢okelti alinip 1:2 oraninda su ile siispanse edilip pHs1 7’ye

ayarlanmistir. Konsantre protein -20° C *de analiz edilene kadar saklanmistir.
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2.2.3. Fermantasyon

Ogiitiilmiis nohut drneklerine %10 (v/v) Lactobacillus plantarum eklenerek steril distile
suyla 200 g/L siispansiyon hazirlanmistri. 48 saat boyunca 150 rpm hizdaki ¢alkalamali
inkiibatorde 37°C’de inkiibasyona birakilarak fermantasyon gerceklestirilmistir

Fermantasyondan sonra drnekler -20°C’de dondurularak muhafaza edilmistir (71).
2.2.4. Pisirme

Biitiin haldeki nohut orneklerine beherde 1:10 oraninda (w/v) su ilave edilerek 60
dakika boyunca 100°C’de kaynatilarak pisirilmistir. Kaynatma sirasinda su ilavesiyle
seviyesinin sabit kalmasi saglanmustir. Islem sonunda drnekler siiziilerek oda sicakligina

sogutulmus ve ogltilmiistir.
2.2.5. Ultrason uygulamasi

Biitiin haldeki nohut orneklerine beherde 1:10 oraninda (w/v) su ilave edilerek 20
dakika (150 W giigte) boyunca ultrasona (S60, Elmasonic, Singen) tabi tutulmustur.

Islem sonunda 6rnekler siiziilerek oda sicakligia sogutulmus ve dgiitiilmiistiir.
2.2.6. Mikrodalga uygulamasi

Biitiin haldeki orneklere beherde 1:10 oraninda (w/v) su ilave edilerek 20 dakika
boyunca mikrodalga (MW796, Kenwood, Cin) uygulanmistir. Kullanilan frekans 2450
MHz’dir. Islem sonunda ©Ornekler siiziilerek oda sicaklima sogutulmus ve

ogltiilmiistir.
2.2.7. Protein hidrolizi

Pprotein izolatindan 100 mL alinarak 2M HCI ile pH 2’ye ayarlanmistir. 1/250 (w/w)
enzim substrat oraninda pepsin eklenerek 37°C’de inkiibasyona birakilmis, 2 saat sonra
pH 6.5’e ayarlanarak yine 1/250 (w/w) enzim substrat oraninda tripsin eklenerek
soliisyon 37°C’de 2.5 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda pH 4.5’e
ayarlanarak 4°C’de 4000rpm hizda 15 dakika boyunca santrifiijjlendikten sonra
siipernatant -20°C’de muhafaza edilmistir (40).
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2.2.8. Protein miktarmin belirlenmesi

Nohutten elde edilen izolatlarin ve enzimatik hidroliz sonrasi elde edilen hidrolizatlarin
protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir. Bradford yontemi coomasie brillant
blue G-250 boyasmin farkli konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, degisik renk
siddetinde mavi renkli ¢ozeltiler ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir.
Mavi rengin olusmasinda proteinin aminoasit bilesimi Onemlidir. Boyanin 6zellikle
arjinin gibi bazik amino asitlere ve bazi aromatik amino asitlere baglanma egiliminde

oldugu gosterilmistir.

Analizlerde boya 1/50 seyreltilip, Watman No:1’den siiziilerek kullamlmistir. Ornekler
1/100 oraninda seyreltilerek analiz edilmistir. U tabanli mikroplakaya 40uL 6rnek ve
200uL boya eklendikten sonra 1 dakika karistirma, 10 dakika bekleme olacak sekilde
toplam 11 dakika beklenilmistir. 620nm dalga boyunda microreader (Multisan FC) , ile
absorbans degerleri okunmustur. Img/mL BSA stogu kullanilarak farkli
konsantrasyonlarda hazirlanana protein ¢ozeltisinin, standart grafigi olusturulmus ve
orneklerin protein miktar1 bu grafikten (Sekil 2) elde edilen regrasyon denkligi

kullanilarak hesaplanmustir.

0,9

0,8 S
f y=3,9755x- 1,9019
0,7 RZ=0,8765

0,6

0,5 4

0,4

+ Seril

Dogrusal (Seri 1)

0,3

0,2

0,1

O I T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Sekil 2. Bradford standart egrisi



21

2.2.9. ADE inhibisyon aktivitesi

Aktivite tayini bazi1 modifkasyonlarla Cushman and Cheung (72) metodu esas alinirak
gerceklestirilmistir. Bu metotta hippuril-L-histidil-L-16sin’den, ADE aktivitesi sonucu
olusan hippurik asit absorbansi 6l¢iilmektedir. Analize baslamadan 6nce 5 mmol/L
hippuril-L-histidil-L-16sin (HHL) ¢ozeltisi 0.3 M NaCl igeren 0.1 M sodyum borat
tamponunda c¢oOziilerek hazirlanmistir. 0.1 U/mL ADE ¢ozeltisi ayn1 tamponla
hazirlanmistir. 20 pL HHL ile 80uL protein hidrolizati karistirilarak 37°C’de 5 dakika
bekletilmis daha sonra 20 pLL ADE ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 30 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 100 pL. 1M HCI ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Hippurik asit ekstraksiyonu i¢in 1.2 mL etil asetat eklenerek
vortekslenerek 8000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan etil asetattan
ImL alinarak temiz bir tiipe aktarilarak, 100°C deki tabaka 1sitic1 kullanilarak etil asetat
tamamen ucurulmustur. Kalan kisim 3 mL saf su ile ¢oziilerek.228 nm’de absorbansi

okunmustur. ADE inhibitor aktivitesi asagidaki formiille hesaplanmistir.

Upinhibisyon = .g—_l'__ *100

A: 6rnek absorbansi
B: kor absorbansi (6rnek yok)
C: pozitif kontrol absorbansi (ADE yok)
2.2.10. DPPH radikal siipiirme aktivitesi

Orneklerin DPPH iizerindeki serbest radikal siipiirme aktiviteleri Sanchez-Moreno et al.
(73)’a gore gerceklestirilmistir. Hidroliz edilen 6rneklerin farkli konsantrasyonda
¢ozeltileri ve metanol i¢inde 0.1 mM DPPH ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnek
cozeltilerinden 100 pL alimip DPPH ¢o6zeltisinin 3500 pL’sine ilave edilerek, vrteks
yardimiyla karistirilarak oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra
UV spektrofotometresinde 517 nm’de absorbansi okundu. Kontrol 6rneginde, 6rnek

yerine ¢ozgen kullanilarak spektrofotometre saf metanol ile sifirlandi.

30 dakika sonucunda reaksiyon ortamindaki inhibe olan DPPH miktar1 agagidaki formiil

ile hesaplandi;
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% Inhibisyon = 100 x (1-Ag/Ak)
As  : Ornegin absorbansi

Ak : Kontroliin absorbansi
2.2.11. Istatistik Analiz

Verilerin istatistik analizi SPSS 15.0 programi Kruskall-Wallis ve  ANOVA testleri
kullanilarak yapilmistir.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1. Protein Miktari

Herhangi bir islem uygulanmamis, fermentasyon, pisirme, ultrason ve mikrodalga
islemleri uygulanmis nohut orneklerinin protein miktarlar1 Tablo 7’de gosterilmistir.
Buna gore protein miktar1 en fazla mikrodalga uygulanan nohutta daha sonra sirasiyla
ham, fermente, pisirilmis ve ultrason uygulanan nohutta goriilmiistiir.

Tablo 7. Protein miktari

Ornek Adi Protein miktar1 (mg/mL)
Ham nohut 2,50+ 0,61%
Fermente nohut 1,94 + 0,35
Pisirilmis nohut 1,67 +0,5°
Ultrason uygulanmis nohut 1,66 + 0,26
Mikrodalga uygulanmis nohut 2,66 + 0,3

Aynut stitundaki farkli kiiciik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05)

Enzimatik hidrolize tabi tutulan nohut orneklerinin protein miktarlar1 Tablo 8’de
verilmistir. Analiz sonuclarina gére protein miktar1 siralandiginda biiyiikten kiiclige
dogru sirastyla mikrodalga uygulanmis, pisirilmis, ultrason uygulanmig, fermente ve

ham nohut gelmektedir.

Tablo 8. Hidroliz edilen 6rneklerin protein miktari

Ornek Adi Protein miktari(mg/mL) Hidroliz verimi (%)
Ham nohut 0,249 + 0,272 9,96
Fermente nohut 0,324 + 0,03% 16,69
Pisirilmis nohut 0,513 +£0,17° 30,69
Ultrason uygulanmis nohut 0,353+ 0,16 21,27
Mikrodalga uygulanmis nohut 0,577 £ 0,03* 21,71

Ayni siitundaki farkli kiigiik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05)
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3.2. ADE inhibitor aktivitesi

Omneklerin hepsinde oldukga yiiksek oranda ADE inhibtor aktivitesi gozlenmistir.
Inhibisyon calismalarinda 6rnek ¢ok yogun oldugunda %100’iin iizerinde sonuglar

bulunabilmektedir.

Asagidaki grafikte cesitli islemler uygulanmis nohutlarin ADE inhibisyon aktiviteleri
gosterilmistir. Aktivite biiylikten kiiciige siralandiginda ultrason uygulanmis, ham,

mikrodalga uygulanmis, pisirilmis ve fermente nohut oldugu goriilmektedir.

Tablo 9. Orneklerin % ADE inhibisyon aktivitesi

Ornek ad1 %ADE inhibisyonu
Ham nohut 132,7°
Fermente nohut 86,9°
Pisirilmis nohut 105,4°
Ultrason uygulanmis nohut 147,2°
Mikrodalga uygulanmis nohut 122,17

Aynut stitundaki farkli kiiciik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05)

160 A

140 -
120 -

100 -~
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40
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O T T T 1 1
Hamnohut  Fermente Pisirilmis Ultrason  Mikrodalga
nohut nohut uygulanmis  uygulanmis
nohut nohut

Sekil 3. %ADE inhibisyonu
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3.3. DPPH radikali siipiirme aktivitesi

DPPH radikali siipiiriicii aktivite %inhibisyon Tablo 10’da verilmistir. Degerler 0,01 mg

ornek/mL konsantrasyonu i¢in hesaplanmistir.

Tablo 10. Nohut hidrolizatlarinin %DPPH inhibisyonlari

Ornek ad1 %Inhibisyon
Ham nohut 6,01 + 0,62°
Fermente nohut 10,30 + 6,60°
Pisirilmis nohut 6,92 +0,22°
Ultrason uygulanmis nohut 4,11+ 1,35
Mikrodalga uygulanmis nohut 6,89 + 1,78

Aynt stitundaki farkli kii¢iik harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05)

En yiiksek DPPH inhibisyonu fermente edilen 6rneklerde goriilmiistiir (%10,3). Bunu
sirasiyla pisirilmis, mikrodalga uygulanmis ve ham Ornekler izlemistir. Ultrason
uygulanan oOrneklerde ise DPPH inhibisyon aktivitesi en az bulunmustur. Sonuglar

arasinda istatistik bir farklilik yoktur.



4. BOLUM

TARTISMA

Mondor ve arkadaslar1 (75), islem gérmemis nohutta protein miktarin1 22,3 ile 18,9
(%kuru madde) gram olarak bulmuslardir. Bu calismada verilen sonuglar mg/mL
cinsinden oldugu i¢in sonuglarin farkli ¢ikmasi dogaldir. Ornegin barbunya kullanilan
bir ¢alismada protein miktar1 0,1463 mg/mL olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda

ise protein miktar1 2,66 ile 1,66 mg/mL arasinda degismektedir.

Mikrodalga uygulanan orneklerde protein miktarindaki artis istatistik olarak Onemli
degildir (p>0,05). Bradford metodunda boya arjinin gibi bazik amino asitlere daha ¢ok
baglanmaktadir. Boriilce ile yapilan bir calismada Orneklere otoklav, kaynatma,
fermantasyon, mikrodalga gibi islemler uygulanmistir. Calismada amino asit miktarlar
tek tek incelendiginde mikrodalga uygulanan Orneklerdeki arjinin miktarinin ham
ornege gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (76). Bizim ¢alismamizda da mikrodalga
uygulanan orneklerin protein miktarinin fazla ¢ikmasi arjinin miktarmin dolayisiyla
absorbans degerinin fazla ¢ikmasiyla aciklanabilir. Diger Orneklerde ise protein
miktarinda azalma gozlenmistir. Wang ve arkadaslarinin (2010) nohut ve kuru
fasiilyede yaptiklar1 bir ¢galismada bu baklagillerin pisirilmesi sonucu protein miktarinda
azalma gozlenmistir. Bunun sebebi ise pisirme sirasinda ¢oziilebilir katilarda yasanan
kayiplar olarak agiklanmistir (77). Nohut kullanilan baska bir ¢aligmada ise pisirmenin
toplam protein igerigini %3,4 azaltti1, bunun sebebinin de proteinlerin pisirme suyuna

gecisi oldugu bildirilmistir (78).

Enzimatik hidroliz genellikle gida kaynakli protein hidrolizatlar1 iiretmek ve biyoaktif
peptitlerin Onciil proteinlerden salinimini saglamak i¢in kullanilir. Bizim ¢aligmamizda
hidroliz verimi literatiirdeki diger caligmalarla paralellik gostermektedir. Hidroliz
verimi 1s1l iglemler ve fermantasyon ile artmistir. Hidrolizatlardaki protein miktari

arasinda istatistik olarak bir fark goriilmemistir. Hidroliz verimi en fazla kaynatilmis
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orneklerde izlenmistir. Termal prosesler, pisirmeden sonra proteinlerde konformasyonal
degisiklik oldugundan, proteolitik enzimlerin etkisini artirmaktadir (79). Boriilcenin
cesitleri ile yapilan ¢alismalarda firinlamadan sonra protein sindirilebilirliginin yaklasik
% 85 arttigi bildirilmistir (80, 81). Nohut kullanilan bir ¢aligmada in vitro protein
sindirilebirligi 1s1l islem sonucu artmigtir. Kaynatma sonucu meydana gelen artis
istatistik olarak Onemliyken, otoklav ve mikrodalga uygulanan oOrneklerdeki artis
istatistiki acidan O6nemli bulunmamustir. Sindirilebilirlikteki bu artisin  protein
denatiirasyonu, tripsin inhibitorlerinin yikimi veya taninler ve fitik asidin azalmasindan
dolay1 olabilecegi bildirilmistir (82). Sorgum ile yapilan bir ¢alismada ise fermantasyon
sonucu in vitro protein sindirilebilirligi artmig ve sebebi tripsin inhibitorleri ve taninler
gibi besleyici olmayan faktorlerin azalmasi olarak aciklanmistir (83). Bilindigi gibi

diisiik protein sindirilebilirligini besleyici olmayan faktorlerle iligkilidir.

ADE inhibisyonunda en yiliksek aktivite ultrason uygulanan orneklerde izlenmistir.
ADE inhibisyon aktivitesinde kontrole gore yaklasik %14°liikk bir artis olmustur. Bu
artis istatistik acidan Onemli bulunmustur (p<0,05). Literatiir taramasi sonuglari
desteklemektedir. Bugday ¢imi kullanilan bir ¢alismada ultrasonik 6n islemin ADE
inhibitor aktivitesini %21-40,7 oraninda artirdigi belirtilmistir. Bunun sebebi amino asit
konsantrasyonuyla agiklanmistir. Ultrasonik 6n islem uygulanan 6rneklerde hidrofobik
amino asit miktarinin, 6zellikle prolin miktarmin énemli derecede arttig1 gdsterilmistir
(84). Bu ultrasonik 6n islem goéren hidrolizatlarin C-terminalinde prolin igeren peptit
miktarinin daha fazla olabilecegini kanitlar niteliktedir. Bilindigi gibi C-terminalinde
prolin iceren peptitler ADE inhibisyonu bakimindan diger peptitlere oranla daha yiiksek
aktivite gostermektedir. Prolin ayn1 zamanda bu peptitlerin stabilitesinde onemli rol
oynamaktadir. Ozellikle C-terminalinde bulunan prolin, genellikle ADE inhibitor

peptitlere sindirim enzimleri tarafindan pargalanmasina kars1 direng kazandirir (85).

Yine bagka bir c¢alismada ultrasonun ADE inhibitér peptitlerin iiretimini artirdigr ve
aktivitenin maksimuma ulagmasi i¢in gegen siireyi kisalttigi bildirilmistir (86).
Sonikasyon sirasindaki enzimatik hidrolizdeki artmanin kavitasyon sebebiyle
difiizyonun artisiyla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Zhou ve arkadaslar1 da (87),
enzimatik hidrolizden 6nce ultrasonik 6n islemin ADE inhibit6r aktivitesini artirdigini

saptamiglardir.
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Fermantasyon yillardir siiregelen bir gida prosesidir. Fermantasyon hammadddede
dogal olarak bulunan veya sonradan eklenen bir starter kiiltiir yani mikroorganizma
gerektirir. Bu mikroorganizmalar sekerleri ve proteinleri hidroliz ederek gelisirler. Bu
hidroliz sirasinda ise farkli amino asit dizilimine sahip peptitler ve serbest amino asitler
olusur. Proteoliz derecesi fermantasyonda kullanilan bakteri tiirline ve fermantasyon
kosullarina baghdir. Fermantasyon sonucunda ADE inhibisyon aktivitesinde yaklasik
%31’lik bir azalis goriilmiistiir, fakat bu istatistik a¢idan anlamli bir azalis degildir
(p>0,05). Bu sonug literatiirle tutarlilik gostermemektedir. Bunun kullanilan bakteri

tiiriinden veya fermantasyon kosullarindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Cin’de geleneksel olarak iiretilen fermente soya {iriinii Douchi’nin fermantasyonu
sirasinda ADE inhibitor aktivitesinin degisiminin incelendigi bir ¢alismada iki haftalik
fermantasyon siiresi boyunca aktivitenin arttifi ancak siire uzadik¢a aktivitenin
azalmaya bagsladig1 gorilmiistiir. ADE inhibitor aktivitesine sahip peptitlerin, peptit
hidrolizi gibi sebeplerle tiiketiminin ADE inhibitor aktivitenin azalmasinda etkili

olabilecegi bildirilmistir (65).

Dort farkli Enterococcus faecalis tiirii ile yapilan bir ¢alismada proteolitik aktiviteye
sahip bakterilerin duragan faza gegene kadar ADE inhibitdr aktivitenin arttig1 bildirilmis
ve bunun proteoliz derecesiyle yakindan ilgili oldugu belirtilmistir. Fermantasyonun
baslarinda proteolizin arttig1, fermantasyonun ilk 6 saatinde ADE inhibitor aktivitesinde
az miktarda artis oldugu, esas artisin ise 24 saatlik silirecte meydana geldigi ve 48 saat
sonra aktivitede azalma goriildiigii kaydedilmistir. ADE inhibitor aktivitenin proteoliz
derecesi ile iligkili oldugu vurgulanmistir (88). Siitlin farkli bakteri tiirleri ile fermente
edilmesinden sonra ADE inhibitor aktivitesinin incelendigi bir ¢aligmada diisiik hidroliz
derecesinin diisiik ADE inhibitor aktivitesiyle yakindan iligkili oldugu belirtilmistir. Bu
da farkli bakteri tiirleri arasindaki proteolitik sistemlerindeki farkliliklarla agiklanmistir
(89). Bu ¢alismada kullanilan bakteri (Lactobacillus plantarum) fermantasyon siiresiyle
de orantili olarak fazla proteolitik aktivite gosterip ADE inhibitdr aktiviteye sahip

peptitlerin de par¢calanmasina sebep olmus ve aktiviteyi azaltmis olabilir.

Kuru nohutun ¢ig olarak tliketilmesinin miimkiin olmadig: diisiiniilerek pisirilmistir.
Bunun sonucunda ADE inhibitor aktivitenin %18,6 azaldig1 goriilmiistiir. Bu azalma

istatistik olarak onemli degildir (p>0,05). Sicaklik farkli materyallerde farkli etkilere
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sebep olabilmektedir. Kuru baklagillerle yapilan pek ¢ok ¢alismada 1sil islem ADE
inhibisyon aktvitesinde artisa sebep olmustur. Kuru fasulyeyle yapilan bir ¢aligmada 15
dakika kaynatilarak elde edilen hidrolizatlarin 1s1l islem uygulanmayan hidrolizatlara
gore daha yiiksek ADE inhibitdr aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir (90). Kuru
fasulye, barbunya ve yesil mercimegin kullanildig1 bir diger calismada 121°C’de 50
dakikalik 1s1l igslemin ii¢ 6rnekte de ADE inhibitor aktivitesini artirdigi bulunmustur

(91).

Siit proteinlerinin 1s1iyla muamelesinin  aminoasitlerin ¢apraz baglanmasini  ve
rasemizasyonu indiikledigi, boylece proteoliz hassasiyetinin de etkilenerek bu
proteinlerden elde edilen ADE inhibitdrii ve antihipertansif biyoaktif peptitlerin
degisebilecegi bildirilmistir. Peptitlerdeki biyoaktif bolgelerin yap1 degisikligi sonucu
aktivite etkilenebilir (92).

ADE inhibitor peptitlerin aktivitesiyle yapist arasindaki iligki hala tam olarak
bilinmemektedir. Fakat ADEnin baglanmasi i¢in en onemli faktoriin C-terminal dizisi
oldugu distiniilmektedir. C-terminaldeki lisin ve arjinin gibi pozitif yiiklii amino
asitlerin varlig1 inhibitdr potansiyelini artirabilir. Yiiksek sicakliklardaki 1sil iglem C-

terminal dizisini degistirebilir ve boylece ADE inhibitor aktivitesini etkileyebilir (49).

Yapilan bir calismada 65°C’de 1sitmanin peynir alti suyu proteinlerindeki kismen
acilmis konformasyonu indiikledigi belirtilmistir. Bu yapt 6nceden ulasilmaz olan
enzim aktif bolgesine enzimlerin ulagimini saglamigtir. Sicaklik 90°C’ye ulastiginda ise
agregatlarin olustugu ve bunlarin da enzimlerin aktivasyonunu azaltarak hidroliz
derecesini etkiledigi bildirilmistir (93). Bizim ¢alismamizda kullanilan sicaklik derecesi
yiiksek oldugundan proteinlerde ¢6ziinmez yapilar meydana gelerek ADE inhibitor

peptitlerin olusmasini engellemis olabilir.

Mikrodalganin protein yapisini etkiledigi bilinmektedir. Mikrodalgalar elektromanyetik

dalgalardir ve proteinlerin mikrodalga ile 1sitilmasi bipolar su molekiillerinin
rotasyonuyla mikrodalga enerjisinin  absorbsiyonu ve proteinlerin  iyonik
komponentlerinin doniisiimii ile sonuclanir. Mikrodalga ile 1sitma protein hidrolizini
hizlandirmak i¢in kullanilmaktadir (94). Mikrodalganin termal ve termal olmayan

olmak {tizere iki tip etkisi vardir. Termal etkileri suyun veya organik kompleks
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sistemlerin mikrodalga enerjiyi absorbe ederek olusturdugu isiyla ilgilidir. Termal
olmayan etkiler tam olarak bilinemese de elektromanyetik alandan yapilarini degistiren

makromolekiillerin titresimlerine aktarilan direk enerji ile ilgilidir (95).

Pramanik et al. (96) mikrodalga ile protein sindiriminin dakikalar i¢inde gergeklestigini
fakat geleneksel yontemler kullanildiginda saatler siirdiiglinii bildirmistir. Literatiirde
mikrodalganin  biyoaktif peptitler {iizerine etkilerini inceleyen bir c¢alismaya
rastlanilmamustir. Fakat aktivitede yaklasik %4,5 oraninda bir artis saptanmistir. Bu

artis istatistiki acidan 6nemli degildir (p>0,05).

DPPH radikal siipiiriicii aktivite testinde, DPPH antioksidanlar tarafindan radikal
olmayan DPPH-H formuna dondstiiriilir ve DPPH inhibisyonu 6lgiiliir. Bu ¢alismada
en yiiksek aktivite fermente edilmis Orneklerde goézlenmistir (%10,3). Daha sonra
sirasiyla pisirilmis ve mikrodalga uyulanmis Orneklerde goriilmiistiir. Ultrason ise
antioksidan aktivitede azalmaya sebep olmustur. Peptitlerin antioksidan 6zellikleri daha

once de belirtildigi gibi amino asit kompozisyonu, yapisi, hidrofobikligiyle alakalidir.

Literatiirdeki calismalar fermente nohutlarda antioksidan aktivitenin arttigin1 kanitlar
niteliktedir. Soya siitiiniin Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus
diacetylactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Saccharomyces fragilis ve
Leuconostoc crenoris igeren kefir kiiltiirii ile fermente edilmesinin fenolik bilesenleri
artirdig1 ve bunun da DPPH radikal siipiiriicti aktiviteyi artirdig1 (97), Bacillus subtilis
ile fermente edilen siyah soya fasulyesindeki aktivitenin fermente edilmeyene gore daha
yiiksek oldugu ve yine sebebinin fermente irlinlerin toplam fenolik ve flavonoid
iceriginin daha fazla olmasi olarak agiklanabilecegi (98) bildirilmistir. Kati fazda
fermente edilen nohutlarda fenoliklerin ve saponinlerin miktar1 artmis bdylece DPPH

radikal siipiiriicli aktiviteleri de artmistir (99).

Nohut protein hidrolizatlarinin fraksiyonlarmma ayrildigi ve en yiliksek antioksidan
aktiviteye sahip olan fraksiyonun incelendigi bir ¢alismada bu fraksiyonun aspartik asit,
glutamin, histidin, tirozin ve arjinin igerdigi bildirilmistir. Histidin ve tirozinin
antioksidan aktivitede 6nemli yere sahip oldugu bilinmektedir. Bu ¢aligmada incelenen
fraksiyonun yiiksek antioksidan aktivite gostermesinin sebebi bu aminoasitlerin

varligiyla agiklanmistir (100).
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Nohutun fraksiyonlarina ayrildigi baska bir ¢alismada antioksidan aktivite gosteren
fraksiyonlarin arjinin, fenilalanin, 16sin, alanin ve aspartik asit bakimindan zengin
oldugu goriilmiistiir. En yiliksek aktivite gosteren fraksiyonda toplam hidrofobik amino
asit icerigi digerlerine gore daha fazla bulunmustur. Peptitlerde hidrofobisite arttikca
lipid i¢inde ¢oziinebilirligi ve bdylece antioksidan aktivitesinin arttigi bildirilmistir.
Peptitlerin anitoksidan Ozellikleri ayrica molekiil agirliklar ile de ilgilidir. En yiiksek
aktivite gézlenen fraksiyondaki molekiiler agirlik 200-3000Da arasindadir. Literatiirdeki
diger kaynaklar da yiliksek anitoksidan aktivitenin diisiik molekiiler agirlik ile dogru
orantilt oldugunu gostermektedir (101).

Ultrason uygulamasi disindaki diger 1s1l iglemler antioksidan aktiviteyi artirmistir. Isil
islem gormiis tathh misirlarda artan toplam antioksidan aktivite hiicre matriksinden bagh
fenoliklerin salintminin ve ¢oziilebilir ferulik asit esterlerinin artmasiyla agiklanmistir
(102). Antioksidan ve DPPH arasindaki reaksiyonun antioksidanin yapisiyla ilgili
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle termal prosesler fenoliklerin yapisin1 degistirip
antioksidan aktiviteyi artirmis olabilir. Ayrica fitokimyasallarla termal olarak degisen

fenoliklerin arasindaki sinerjetik etkiler aktiviteye katki saglamis olabilir (103).

Mikrodalga firinlama yapilan arpalarda antioksidan aktivitenin arttig1 belirtilmistir.
Bunun sebebi ise mikrodalga firinlamanin melanoidler gibi c¢esitli bilesenlerin
iretilmesine yol agmasi olarak agiklanmistir (104). Bu konuda literatiirde fazla calisma

bulunmamaktadir.



5. BOLUM

SONUCLAR VE ONERILER

Gliniimiizde gidalar sadece beslenmek i¢in degil ayn1 zamanda fonksiyonel bir takim
Ozelliklerinden faydalanmak i¢in tliketilmeye baslanmistir. Bu sebeple biyoaktif
peptitler oldukca ilgi cekmektedir. Biyoaktif peptitlerin antimikrobiyel, antioksidan,
antitrombotik, anthipertansif gibi pek ¢ok faydali aktivitesi bulunmaktadir.

Artan kardiyovaskiiler rahatsizliklar bilim insanlarim1 bu konuda g¢aligma yapmaya
zorlamigtir. ADE inhibitorii biyoaktif peptitler son zamanlarda ilgi odagi haline
gelmistir. Bu peptitlerle ilgili caligmalar genellikle siit ve siit {irlinleri ile et ve balikta
yogunlasmistir. Kurubaklagiller ise yogun protein igerikleri ve ulasim kolaylig1 goz
ontinde bulunduruldugunda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bu materyallerle yapilan

caligmalar gilin gectikce artmaktadir.

Nohut Tiirk mutfaginda yer alan, zengin protein icerigine sahip bir baklagildir. Bu
calismada nohuta fermantasyon, ultrason, mikrodalga ve pisirme islemleri uygulanarak
tripsin ve pepsinle hidroliz edilmis ve ADE inhibitor aktivitesi ile antioksidan aktivitesi

Olgtilmiistiir.

Ultrason, ADE inhibitor aktiviteyi artirirken diger on islemler kontrole gore aktivitede
azalisa sebep olmuslardir. Literatiirle celisen bu sonuca kullanilan materyalin farkli

olmasi1 ve metotlardaki modifikasyonlarin sebep olabilecegi diistiniilmektedir.

DPPH radikal siipiiriicii aktivite en ¢ok fermantasyonla artmistir. Ultrason digsindaki
diger 1s1l islemler de DPPH radikal siipiiriicii aktivitede artisa sebep olmustur. Bu
artiglarin  prosesler sonucu olusan hidrofobik amino asitlerle ilgili olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Oneriler:

Biyoaktif peptitler iizerine mikrodalganin etkilerini inceleyen c¢alismalara literatiir
taramasinda rastlanmamistir. Mikrodalga uygulamasinin biyoaktif peptitler iizerindeki
etkilerinin daha detayli incelendigi ¢aligmalarin yapilmasmin etkili olabilecegi

distiniilmektedir.

Bu ¢alismada segilen siire ve sicakliklar nohutun tiiketilebilecek kadar pistigi, giinliik
kullanima en uygun olabilecek noktalardir. Farkli sicaklik ve siireler secildiginde
sonuglarda degisme olabilecegi Ongoriilmektedir. Kaynatmanin farkli siirelerde ve
sicakliklarda ADE inhibisyonunu artirdigi  bilinmektedir. Bu nedenle degisik
parametreler kullanilarak inceleme yapilmasinin bilimsel agidan yararli olacagi

diistiniilmektedir.

Nohutun ADE inhibisyon ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmakla beraber,
amino asit iceriginin belirlenmesinin aktivitenin kaynagini anlamak bakimindan faydali
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle mikrodalganin antihipertansif ve antioksidan
aktivite iizerine etkilerinin anlagilmasi1 bakimindan daha detayli incelemelerin yapilmasi

onemlidir.

Nohuttan protein izole edilerek in vitro aktivitesi kanitlanmis orneklerin in vivo

aktivitesinin arastiritlmasi onerilmektedir.

Ultrasonik 6n islem uygulanmis nohutlardan endistriyel anlamda biyoaktif peptit

tiretmek faydali olabilir.
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