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Öz   Abstract  

Bu çalışmada nohuttan protein eldesi için pH ve ultrasesin 

eş zamanlı sistematik yaklaşımı ve yanıt yüzey 

metodolojisi (RSM) ile optimizasyon gerçekleştirilmiştir. 

Protein özütleme aşamasında özütleme süresi, ultrases 

cihaz genliği ve solvent pH’sının protein tozu verimine 

etkisi değerlendirilmiştir. Optimum özütleme koşulları 

(protein tozu verimi: %9.55) özütleme süresi 42.41 dk, 

genlik %61.39 ve pH:8.38 olarak belirlenmiştir. Nohut 

protein tozunun karakteristik yapısı Fourier dönüşümü 

kızılötesi spektroskopisi (FTIR) ile doğrulanmıştır. Nihai 

tozun tekno-fonksiyonel özellikleri detaylı araştırılmıştır. 

Proteinin su tutma kapasitesi (STK) %240.24, yağ bağlama 

kapasitesi (YBK) %213.68, köpürme kapasitesi %37.50, 

köpük stabilitesi (10-30. dk) %73.33-60.00 bulunmuştur. 

Emülsiyon özellikleri ise emülsiyon aktivite indeksi (EAI) 

ve emülsiyon stabilite indeksi (ESI) (10-30. dk), stabilite 

katsayısı (R) ve santrifüj çökme oranı (CPR) dahil olmak 

üzere sırasıyla 15.36 m2/g, 62.24-181.30, 0.68 ve %14.60 

bulunmuştur. Sonuç olarak, proteinlerin hammaddelerden 

özütlenmesinde ultrases ve pH eş zamanlı uygulaması 

yenilikçi ve umut verici bir yöntem olabilir. 

 In this study, the simultaneous systematic approach of pH 

and ultrasound for protein extraction from chickpea was 

optimized by response surface methodology (RSM). The 

effect of extraction time, ultrasonic device amplitude, and 

solvent pH on protein powder yield was evaluated in the 

protein extraction step. The optimum extraction conditions 

(protein powder yield: 9.55%) were determined as 

extraction time 42.41 min, amplitude 61.39% and pH: 8.38. 

The characteristic structure of chickpea protein powder was 

confirmed by Fourier transform infrared spectroscopy 

(FTIR). Techno-functional properties of the final powder 

were investigated. Water holding capacity (WHC) of 

protein was 240.24%, fat binding capacity (FBC) was 

213.68%, foaming capacity was 37.50%, foam stability 

(10-30 min) was 73.33-60.00%. Emulsion properties 

including emulsion activity index (EAI) and emulsion 

stability index (ESI) (10-30 min), stability coefficient (R) 

and centrifugal precipitation rate (CPR) were 15.36 m2/g, 

62.24-181.30, 0.68 and 14.60%, respectively. In 

conclusion, the simultaneous application of ultrasound and 

pH can be an innovative and promote method for the 

extraction of proteins from raw materials. 

Anahtar kelimeler: Nohut proteini, Ultrases destekli 

özütleme, FTIR spektroskopisi, Tekno-fonksiyonel 

özellikler, Emülsiyon 

 Keywords: Chickpea protein, Ultrasound-assisted 

extraction, FTIR spectroscopy, Techno-functional 

properties, Emulsion 

1 Giriş 

Toplumlarda zaman içerisinde ortaya çıkan problemlere 

bağlı olarak son yıllarda dünya genelinde bitkisel kaynaklı 

proteinlere olan talep artmıştır.  Bu problemlerden ilki ve en 

önemlisi artan küresel nüfusun beslenme gereksinimlerinin 

karşılanması ile ilgilidir. Vegan/vejetaryen tüketicilerin ve 

popülasyonlarda çölyak hastalığının artışı ise diğer göz ardı 

edilmemesi gereken nedenler olarak verilebilir [1,2]. Bitkisel 

proteinler her ne kadar belirtilen gereksinimlere doğrudan 

cevap verme potansiyelleri olsa da hayvansal kaynaklı 

proteinlerle kıyaslandığında tekno-fonksiyonel özellikler 

açısından sergilemiş oldukları davranışlar istenilen 

seviyelerde değildir [3]. Ayrıca, pazarda yer alan soya 

proteini gibi bitkisel kaynakların tüketimine bağlı olarak 

alerjenite problemlerinin ortaya çıktığı yapılan çalışmalarda 

rapor edilmiştir [4]. Belirtilen noktalar halihazırda piyasada 

var olan bitkisel kaynaklı proteinlerin endüstride doğrudan 

kullanımını sınırlamaktadır. Bu yüzden alternatif bitkisel 

kaynaklı proteinlerin pazara sunulması bilimsel literatürün 

ve endüstrinin öncelikli hedefleri arasında yer almaktadır. 

Doğada var olan bitkisel materyallerin tamamından protein 

elde etmek mantıklı bir yaklaşım olarak görülmemektedir. 

Proteinlerin elde edileceği ham maddenin bazı özelliklere 

sahip olması bu noktada önem arz etmektedir. İyi bir 
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kaynağın olabildiğince yüksek oranda protein içermesi ve 

alerjen özelliklerin minimum seviyelerde olması 

gerekmektedir. Belirtilen noktalar göz önüne alındığında 

içermiş olduğu protein miktarı (%13-31) ve düşük alerjen 

içeriği nedeniyle nohut ön plana çıkmaktadır [5]. Ayrıca 

nohut dünyanın farklı bölgelerinde yetiştirilmekte ve yıllık 

bazda en fazla yetiştirilen ilk üç baklagil türünden birisidir ki 

bu durum hammaddeye ulaşım noktasında oluşabilecek 

problemlerin minimum seviyelerde olduğunun açık bir 

göstergesidir [6].  

 Nohut proteinlerinin de içinde yer aldığı farklı bitkisel 

kaynaklı proteinlerin özütlenmesinde alkali uygulamaların 

başarısı önceki çalışmalarda not edilmiştir [7]. Kenevir 

tohumu [8], kayısı çekirdeği [9] ve bezelye [10] proteinleri 

alkali koşullarda elde edilen bitkisel kaynaklı proteinlere 

birer örnektir. Çalışmalarda özütleme solventi olarak ya 

doğrudan sodyum hidroksitin farklı konsantrasyonları ya da 

farklı pH değerlerine sahip saf su kullanılmıştır [11,12]. Bu 

çalışmalarda kullanılan solventin pH değeri başta özütleme 

verimi olmak üzere nihai protein tozlarının karakteristik 

özellikleri üzerine etkisinin önemli olduğunu vurgulanmıştır. 

Ayrıca özütleme için uygun pH değerinin ham maddeye göre 

değişiklik gösterdiği not edilmiştir. Dolayısıyla tesadüfi 

seçilen bir alkali pH değerinde protein özütleme işleminin 

efektif bir şekilde yürütülebileceğinin kesinliği söz konusu 

değildir.  

 Gıda endüstrisinde yenilikçi teknolojilerin (mikrodalga, 

enzim ve ultrases destekli vb.) kullanımı ile alkali 

yöntemlere kıyasla daha yüksek protein verimi elde edildiği 

yapılan çalışmalarda rapor edilmiştir [13,14]. Son yıllarda 

çevre dostu teknolojiler arasında yer alan ultrases destekli 

özütleme sistemleri de bitkisel kaynaklardan proteinlerin 

elde edilmesinde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Bu 

sistemlerde özütleme işleminde kullanılan çözücü ham 

maddeye daha iyi nüfus eder, kütle transferi daha hızlı olur 

ve hücre duvarı bozulan ham maddeden özütlenecek 

materyaller daha yüksek oranlarda salınırlar [15]. Sonuç 

olarak ultrases destekli özütleme sistemlerinde proses 

yüksek verimde neticelendirilir [16]. Literatür verilerinde bu 

verimin, özütleme zamanı, cihaz genliği, cihaz gücü, ham 

maddenin parçacık boyutu, özütleme sıcaklığı ve sıvı-katı 

oranı gibi çeşitli parametrelere bağlı olduğu ortaya 

konulmuştur [17]. 

 Belirtilen hususlar dikkate alındığında bitkisel kaynaklı 

proteinlerin özütlenmesinde kullanılan yöntemlerden olan 

alkali ve ultrases destekli özütleme koşullarının optimize 

edilmesi gerekliliği net bir şekilde görülmektedir. 

Optimizasyon işleminde tek değişken yaklaşımı zaman alıcı, 

pahalı ve verimsizdir [18]. Bu yüzden tek değişken yerine 

sınırlı sayıda çalışma ile daha fazla bilgiye ulaşmak için 

deneysel tasarım yaklaşımlarını kullanmak daha makul 

görülmektedir [19]. 

 Solvent olarak farklı pH değerlerine sahip su kullanılarak 

nohuttan proteinlerin ultrases destekli sistemler yardımıyla 

özütlemesine yönelik literatürdeki veri setleri sınırlıdır. Bu 

yüzden bu çalışmada ilgili bitkiden proteinlerin eldesi için 

özütleme süresi, ultrases cihaz genliği ve solvent pH’sı eş 

zamanlı olarak sistematik yaklaşımla optimize edilmiştir. 

Optimum koşullarda üretilen protein tozlarının karakteristik 

yapısı FTIR spektroskopisi ile araştırılmıştır. Ayrıca tozların 

detaylı tekno-fonksiyonel özellikleri su tutma kapasitesi 

(STK), yağ bağlama kapasitesi (YBK), köpük 

kapasitesi/stabilitesi, Emülsiyon aktivite indeksi (EAI), 

emülsiyon stabilite indeksi (ESI), stabilite indeks, stabilite 

katsayısı (R) ve santrifüj çökme oranı (CPR) analizleri ile 

ortaya konmuştur. 

2 Materyal ve metot 

2.1 Materyal 

 Protein eldesinde ham madde olarak kullanılan nohut 

örnekleri Şanlıurfa’da faaliyet gösteren yerel firmalardan 

temin edilmiştir (Protein oranı: 18.2 g/100g). Özütleme 

öncesi ham maddenin yüzey alanı laboratuvar tipi bir 

öğütücü (DMS253, Demsan, Türkiye) kullanılarak 

arttırılmıştır (Partikül çapı: 1-2 mm). Çalışmada Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, ABD) ve Merck (Darmstadt, 

Almanya) firmalarından temin edilen analitik saflığa sahip 

kimyasallar kullanılmıştır. 

2.2 Protein özütlemesi 

 Protein özütleme deney tasarımında özütleme süresi, 

ultrases cihaz genliği ve solvent pH’sı bağımsız değişkenler 

olarak belirlenmiştir. Bu değişkenlerin protein verimi 

üzerindeki etkileri yanıt yüzey metodolojisi (RSM) 

kullanılarak merkezi tümleşik tasarım ile araştırılmıştır. 

Deney tasarımı, merkez noktasında 6 tekrar olmak üzere 20 

denemeden oluşmuştur. 

 Protein özütlemesi için, öğütülmüş nohut örnekleri ve 

distile su 1:10 (w/v) oranında karıştırılmıştır. Deney 

tasarımına göre farklı özütleme süresi (5-60 dk), farklı genlik 

(%20-100) ve 1M NaOH ve/veya 1M HCl ile farklı pH (2-

10) değerlerine ayarlanan solüsyonlar ultrases cihazında 

(Wiseclean WUC-D10H) eş zamanlı olarak özütlemeye tabi 

tutulmuştur. Belirlenen süreler sonunda solventler 4 °C'de 

4000 rpm’de 15 dk santrifüjlendikten sonra, süpernatantlar 

toplanmış ve pH değerleri 1M HCl ile 4.5’ e ayarlanmıştır. 

Daha sonra proteinlerin tamamen çökmesi için ilgili 

solüsyonlar bir gece boyunca 4 °C'de bekletilmiştir. Süre 

sonunda santrifüjleme (4 °C'de 4000 rpm’de 15 dk) işlemine 

tabi tutulan örneklerden süpernatantlar uzaklaştırılmış ve 

dipte kalan çökeltiler (proteinler) dondurarak kurutma cihazı 

(CoolerMed, Türkiye) ile kurutulmuştur. Elde edilen tozlar 

analizler gerçekleştirilinceye kadar 4 ℃’de muhafaza 

edilmiştir. 

2.3 FTIR spektroskopisi 

 Optimum noktada elde edilen protein tozlarının 

spektrumları FTIR cihazı (Shidmadzu, Japonya) kullanılarak 

500-4500 cm-1 aralığında, 32 sn tarama süresi ve 1 cm-1 

çözünürlüğünde ölçülmüştür [20]. 

2.4 Tekno-fonksiyonel özellikler 

2.4.1 Su tutma ve yağ bağlama kapasitesi 

 Proteinin STK ve YBK özellikleri önceki bir çalışmaya 

göre belirlenmiştir [21]. Bir gram numune santrifüj tüpüne 

alınarak STK için 10 mL saf su, YBK için 10 mL ayçiçek 

yağı ile karıştırılmıştır. Numuneler 1 sa boyunca belli 

aralıklarla vortekslendikten sonra 24 ℃'de 5000 rpm'de 10 
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dk santrifüjlenmiştir. Süre sonunda tüpler 45 °C açıyla 30 dk 

boyunca filtre edilerek süpernatant süzülmüş ve nihai tartım 

not edilmiştir. Numunelerin son ağırlıklarının başlangıçtaki 

ağırlıklarına oranı ile STK ve YBK değerleri hesaplanmıştır.  

2.4.2 Köpürme kapasitesi ve stabilitesi 

 Köpürme kapasitesi için, %1’lik protein (pH 7.0) 

solüsyonu hazırlanmıştır. Yüz mL’lik ölçüm silindirine 

aktarılan solüsyonun ilk hacmi not edilmiştir. Daha sonra 

homojenizatör (IKA-T18 Basic, Japonya) ile 12.000 rpm’de 

1 dk boyunca karıştırılmış ve süre sonunda oluşan hacim 

kaydedilmiştir. Köpürme stabilitesi için 10. ve 30. dk’lardaki 

hacimler kaydedilmiştir. Köpürme kapasitesi ve stabilitesi, 

aşağıdaki denklemlere göre hesaplanmıştır (Denklem (1) ve 

(2)). 

 

Köpürme kapasitesi (%) = 
𝑉𝑎−𝑉𝑏

𝑉𝑏
*100 (1) 

 

Köpürme stabilitesi (%) = 
𝑉𝑡

𝑉𝑎
*100 (2) 

 

Va= Homojenleştirmeden sonraki solüsyon hacmi, Vb= 

Homojenleştirmeden önceki solüsyon hacmi, Vt= 

Homojenleştirmeden sonra ilgili zamandaki solüsyon hacmi. 

2.4.3 Emülsiyon aktivitesi ve stabilitesi 

 Emülsiyon hazırlamak için, 100 mL 10 mM potasyum 

fosfat tampon (pH 7.0) içerisinde 0.5 g protein 

çözündürülmüştür. Su içinde yağ emülsiyonları (%25 v/v) 

oluşturmak için bir behere alınan protein solüsyonu (7.5 mL) 

ve mısır yağı (2.5 mL) 12.000 rpm’de 1 dk boyunca Ultra-

Turrax homojenizatör (IKA-T18 Basic, Japonya) ile 

karıştırılmıştır [22]. 

 Taze hazırlanan emülsiyon (50 µL) ve % 0.1 (w/v)’lik 

sodyum dodesil sülfat (5 mL) bir tüp içerisinde 

karıştırılmıştır. Emülsiyon aktivitesini belirlemek için 

karışımın absorbansı 500 nm’de UV–Vis spektrofotometre 

(Model UV-1280, Shimadzu, Japonya) ile okunmuştur. 

Emülsiyon stabilitesi için ise hazırlanan karışımın 10. ve 30. 

dk’da absorbans değerleri kaydedilmiştir. Emülsiyon 

aktivitesi ve emülsiyon stabilitesi değerlerini hesaplamak 

için aşağıdaki denklemler kullanılmıştır (Denklem (3) ve 

(4)). 

 

Emülsiyon aktivitesi (m2/g) = 
2∗2.303∗𝐴𝑖∗𝑆𝐹

𝐶∗𝜑∗𝜃∗1000
 (3) 

 

Emülsiyon stabilitesi (dk) = 
𝐴0

𝐴0−𝐴𝑡
∗ 𝑡 (4) 

 

Ai: homojenizasyon işleminden hemen sonra okunan 

absorbans değeri; SF: Seyreltme faktörü; 𝐶: Protein 

konsantrasyonu; 𝜑: Optik yol; 𝜃: Yağ hacim fraksiyonu; 𝐴t: 

Homojenizasyon işleminden sonra ilgili zamanda okunan 

absorbans değeri. 

2.4.4 Stabilite indeksi 

Taze hazırlanan 10 mL emülsiyon, 15 mL lik santrifüj 

tüpüne ilave edilerek 4000 rpm’de 5 dk santrifüjlenmiştir. 

Santrifüjleme süresi sonunda emülsiyonun tüp içerisindeki 

faz ayırımı gözlemlenerek emülsiyon stabilitesi 

yorumlanmıştır. [23,24].  

2.4.5 Stabilite katsayısı 

On mL taze emülsiyon, 2000 rpm’de 15 dk santrifüj 

edilmiştir. Süre sonunda süpernatantın başlangıç hali ve 100 

kat seyreltilmiş hali UV–Vis spektrofotometre kullanılarak 

750 nm’de okunmuştur. Stabilite katsayısı aşağıdaki 

denklem kullanılarak hesaplanmıştır (Denklem (5)) [25]. 

 

Stabilite katsayısı (R) = 
𝐴2

𝐴1
 (5) 

 

A1: Süpernatantın orijinal halinin absorbans değeri; A2: 

Süpernatantın seyreltilmiş halinin absorbans değeri. 

2.4.6 Santrifüj çökme oranı 

Taze hazırlanan 10 mL emülsiyon, 2500 rpm’de 40 dk 

santrifüjlenmiştir. Daha sonra sıvı kısım uzaklaştırılarak 

içerisinde tortu bulunan santrifüj tüpleri 30 dk boyunca ters 

tutulmuştur. Süre sonunda santrifüj tüpünde kalan çökeltinin 

ağırlığı tartılarak aşağıdaki denkleme göre santrifüj çökme 

oranı hesaplanmıştır (Denklem (6)). 

 

Santrifüj çökme oranı = 
𝑚2

𝑚1
*100 (6) 

m1: Başlangıçtaki emülsiyon ağırlığı; m2: Çökelti ağırlığı. 

 

2.4.7 İstatistiksel analizler 

Analizler üç tekerrürlü yürütülmüş ve sonuçlar 

ortalama±standart sapma şeklinde ifade edilmiştir. Datalar 

tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Ortalama değerler arasındaki istatistiki 

farklar SPSS 22 paket programı (SPSS Inc., Şikago, IL, 

ABD) TUKEY HSD kullanılarak değerlendirilmiştir. 

Özütlemenin optimizasyonunda, tekli ve çoklu dereceden 

model denklemlerini araştırmak amacıyla Design-Expert 

yazılımı (Stat Ease, Design Expert 7.0, ABD) kullanılmıştır. 

3 Bulgular ve tartışma  

3.1 Özütleme optimizasyonu 

Ultrases destekli özütleme, bitkisel ve hayvansal 

kaynaklardan proteinleri özütlemek için kullanılan, yeşil 

çevre dostu popüler bir tekniktir. Yöntem, numuneye yüksek 

frekanslı ses dalgalarının uygulanmasını içermekte ve bu da 

hücrelerin parçalanmasına ve içeriklerinin salınmasına 

neden olmaktadır. Böylelikle elde edilen proteinlerin verimi 

ve kalitesi artırılabilmektedir [26]. Ultrases destekli 

özütleme etkinliği, özütleme süresi ve ultrases cihaz genliği 

gibi parametreler ile tespit edilmektedir [27]. Ayrıca protein 

özütlemede pH faktörünün etkisi de yapılan çalışmalarda 

rapor edilmiştir [28]. Nohut proteinin ultrases destekli 

özütlemesi ile ilgili literatürde çalışmalar olmasına rağmen, 

özütleme süresi, ultrases cihaz genliği ve solvent pH’sı 

parametrelerinin nohut protein tozu verimini nasıl 

etkilediğini gösteren sistematik çalışmaların eksikliği 

bulunmaktadır. Toz ürünün verimini maksimum seviyeye 

çıkarmak için nohut proteininin ultrases destekli özütlemesi 

yanıt yüzeyi metodolojisi (RSM) kullanılarak optimize 

edilmiştir. Merkezi tümleşik tasarımına göre, özütleme 
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süresi, ultrases genliği ve çözücü pH’sının toz verimi 

üzerindeki etkilerini araştırmak için 6 tekrarlı 20 deneme 

yapılmış ve deneysel sonuçlar Tablo 1’de sunulmuştur. 

Deneysel plana ait toz verimi değerlerinin %1.20-10.90 

aralığında değiştiği belirlenmiştir (Tablo 1). Toz veriminin 

pH, genlik ve süreden etkilendiği tespit edilmiştir. Tablo 1 

incelendiğinde toz verimi yanıtının özütleme süresi, genlik 

ve pH değişkenleri arttıkça arttığını göstermiştir.  

 

Tablo 1. Nohut proteini ultrases destekli özütleme deney 

tasarımı 

Bağımsız değişkenler 
Bağımlı 

değişkenler 

Özütleme süresi 

(dk) 
Genlik (%) pH Toz verimi (%) 

16 89 8.38 6.95 

33 100 6.00 6.14 
49 89 3.62 3.42 

16 36 3.62 1.20 

16 89 3.62 3.47 
49 36 8.38 8.06 

16 36 8.38 4.78 

48 36 3.62 1.97 
33 60 6.00 5.66 

60 60 6.00 7.64 

33 20 6.00 1.94 
33 60 6.00 7.62 

33 60 6.00 7.44 

33 60 6.00 7.19 
33 60 10.00 10.90 

33 60 2.00 5.33 

49 89 8.38 6.70 

33 60 6.00 7.69 

5 60 6.00 2.22 

33 60 6.00 7.01 

 

Toz verimi tahmin edilen değerleri regresyon modelleri 

kullanılarak hesaplanmış ve deneysel değerlerle 

karşılaştırılmıştır (Tablo 2). Doğrusal, 2FI ve kübik 

modellemelerin istatistiksel analiz sonuçlarının birbiriyle 

uyumsuz olması sonucunda Kuadratik modele ait R2 ve R2
adj 

değerlerinin yüksek olması, uyum eksikliğinin önemsiz 

olması ve p-değerinin oldukça önemli olmasından dolayı en 

uygun model olarak seçilmiştir (Tablo 2). Tablo 2'de yer alan 

varyans analizi (ANOVA) sonuçları incelendiğinde, 

belirleme katsayısı (R2) ve düzeltilmiş belirleme katsayısı 

(R2
adj), p ve uyum eksikliği değerleri model belirlemede 

belirleyici rol oynamışlardır. R2 ve R2
adj değerleri sırasıyla 

0.8917 ve 0.7941 olarak bulunmuştur. Bu sonuçlar, modelin 

test verileri için doğru bir şekilde yorumlandığını ve verilerin 

tahmin edilen değerlerle uyumlu olduğu saptanmıştır. Ayrıca 

p-değerinin p<0.001 olması modellemenin istatistiki açıdan 

oldukça önemli olduğu belirlenmiştir. Modellerin geçerliliği, 

varyasyonu doğru bir şekilde tahmin etmek amacıyla 

modellerin uygunluğunu gösteren uyum eksikliği testi 

(p>0.05) kullanılarak doğrulanmıştır [29]. Toz verimi yanıtı 

için uyum değeri eksikliğinin önemsiz olması (p>0.05), 

modelin deneysel verilere uygunluğunu göstermiştir. Toz 

verimi üzerine pH p<0.001, süre ve genlik değişkenleri ise 

p<0.05 düzeyinde önemli bulunmuştur (Tablo 3). Ayrıca toz 

verimi üzerine süre × süre ve genlik × genlik 

interaksiyonlarının sırasıyla p<0.05 ve p<0.01 düzeyinde 

önemli olduğu tespit edilmiştir. En yüksek toz verimi 

özütleme süresinin 42.41 dk, genliğin %61.39 ve pH: 8.38 

olduğu deneme noktasında belirlenmiştir. Optimum nokta 

belirlendikten sonra elde edilen özütler dondurarak kurutma 

ile toz forma dönüştürülmüş ve analizlerde kullanılmıştır. 

 

Tablo 2. Nohut proteininin ultrases destekli özütlemesine ait 

yanıt yüzey istatistikleri 

Bağımlı 

değişken 
Modeller 

Std. 

sp. 
R2 R2

Adj p-değeri 
Uyum 

eksikliği 

Toz 

verimi 

Doğrusal 1.85 0.5650 0.4835 0.0033** 0.0150 

2FI 1.97 0.5975 0.4117 0.0367* 0.0095 

Kuadratik 1.17 0.8917 0.7941 0.0009*** 0.0846 

Kübik 1.02 0.9499 0.8413 0.0071** 0.0565 

İstatistiksel farklılıklar * (p<0.05), ** (p<0.01), *** p<(0.001) olarak 

belirtilmiştir. 

 

Tablo 3. Nohuttan protein özütleme optimizasyonuna ait 

model katsayıları  

Model katsayıları/Değer Toz verimi 

β0 7.13*** 

Kuadratik  

β1 (Süre) 0.94* 

β2 (Genlik) 0.85* 

β3 (pH) 1.86*** 

Etkileşimli  

β12 (Süre × Genlik) -0.54 

β13 (Süre × pH) 0.29 

β23 (Genlik × pH) -0.37 

İkinci derece  

β11 (Süre × Süre) -0.99* 

β22 (Genlik × Genlik) -1.30** 

β33 (pH × pH) 0.14 

Model: Toz verimi (Bağımlı değişken) = β0 + β1(Süre) + β2(Genlik) + 

β3(pH) + β12(Süre × Genlik) + β13(Süre × pH) + β23(Genlik × pH) + 

β11(Süre × Süre) + β22(Genlik × Genlik) + β33(pH × pH) 
 *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 

 

3.2 FTIR spektroskopisi 

Bir proteinin yapısındaki peptit bağları ve aminoasit yan 

zincirleri gibi fonksiyonel grupların titreşim hareketi sonucu 

dipol momentumunun değişimi, spektrum olarak pik verir 

[30]. Nohut proteini FTIR spektrumu Şekil 1’de 

sunulmuştur. FTIR spektrumlarında amid I (1700-1600 cm-

1) amid II (1600-1500 cm-1) amid III (1300-1000 cm-1) amid 

A (3000-3500 cm-1) ve amid B (2850-2980 cm-1) olarak 

bilinen dalga boyları proteinlerin parmak izi bölgesi olarak 

tanımlanır [31,32]. Şekil 1’e bakıldığında nohut proteini 

karakteristik bantlarından C=O esnemesini belirten amid I 

bandı 1649 cm-1 dalga boyunda, N-H deformasyonunu 

belirten amid II bandı 1528 cm-1 dalga boyunda, C-N 

esnemesini belirten amid III bandı ise 1046 cm-1 dalga 

boyunda görülmüştür. Ayrıca N-H gerilmesi, H bağlarının 

sayısına atfedilen amid A (3292 cm-1) bandı ve =CH ve -NH3 

gruplarının asimetrik titreşimine atfedilen amid B (2957 cm-

1) bandı da belirgin olarak görülmektedir. FTIR 

spektrumunda bu karakteristik bantların varlığı, pH ve 

ultrasesin eş zamanlı uygulaması ile protein özütlemesinin 

başarılı bir şekilde gerçekleştiğini doğrulamaktadır. FTIR 

spektroskopisi kullanılarak ketencik tohumu proteini 

yapısını doğrulamak için yapılan çalışmada amid grubunun 
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proteinlerin karakteristik grubu olduğu bildirilmiştir. Amid I 

bandı 1642 cm-1, amid II bandı 1544 cm-1 ve amid III bandı 

1236 cm-1 ile tanımlanmıştır  [33]. Çalışmada elde edilen 

sonuçların literatürle uyumlu olduğu ve protein yapısını 

doğruladığı saptanmıştır. 

 

 

Şekil 1. Nohut proteini FTIR spektrumu 

 

3.3 Tekno-fonksiyonel özellikler 

Bitkisel proteinlerin STK değerleri, protein türü, 

kimyasal bileşimlere, yapılara ve elde edildiği kaynağa göre 

değişebilmektedir [34]. STK değeri, proteinlerin şekil, 

büyüklük, proteinler üzerindeki amino asit dengesi, 

çözünürlük ve pH gibi fizikokimyasal parametrelere bağlıdır 

[35]. Bu çalışmada elde edilen nohut protein tozunun STK 

değeri %240.24 olarak belirlenmiştir (Tablo 4). Farklı 

kurutma tekniklerinin nohut proteini üzerine etkilerinin 

araştırıldığı bir çalışmada STK değerleri 206.34-270.84 

g/100g aralığında bildirilmiştir [36]. Literatürde iki farklı 

nohut çeşidi üzerine kavurma ve çimlendirme muamele 

etkisinin incelendiği çalışmada alkali özütleme uygulanan 

nohut örneklerinde STK değerleri %193 (Arerti) ve %180 

(Natoli) olarak tespit edilmiştir [37]. Bir başka çalışmada ise 

alkali özütleme sonrası elde edilen nohut proteinin STK 

değeri yaklaşık %120 olarak rapor edilmiştir [38]. Yapılan 

bir çalışmada vişne çekirdeği, nar çekirdeği ve bezelye 

proteinlerinin STK değerleri sırasıyla %208, %191 ve %398 

olarak bulunmuştur [39]. Yüksek STK değeri, daha az 

miktarda çözünür protein kaybından ve yüksek miktarda 

polar amino asitlerin varlığından kaynaklanmaktadır [36]. 

Yüksek STK'li proteinler daha fazla su tutabilmekte ve 

tekstürel özellikler üzerinde iyileştirici etkiye sahip 

olabilmektedirler. Bir proteinin YBK’sı, belirli bir miktarda 

protein tarafından bağlanabilen yağ miktarı olarak 

tanımlanmıştır. YBK, protein içeriği, yüzey alanı, 

hidrofobiklik, yük ve topografya, yağın likiditesi ve 

kullanılan yöntem gibi bir dizi faktörden etkilendiği 

bildirilmiştir [40]. Yağın gıda bileşenlerine, özellikle 

proteinlere ve karbonhidratlara bağlanması, dokusal ve diğer 

gıda kalitesi özelliklerini etkilemektedir. Proteinlerin 

YBK’sı, emülsiyonlarda ve diğer gıda sistemlerinde lipitlerle 

etkileşime girme yeteneği, gıda formülasyonlarında önem 

arz etmektedir [41]. Bu çalışmada örneğin YBK değeri 

%213.68 olarak bulunmuştur (Tablo 4). Kurutma 

yöntemlerinin nohut protein konsantrelerinin fiziko-

kimyasal ve fonksiyonel özelliklerine etkisinin incelendiği 

çalışmada YBK değerleri %191.39-277.05 arasında rapor 

edilmiştir [36]. Ultrases uygulamadan alkali özütleme ile 

elde edilen nohut proteinlerinin YBK değeri %188 olarak 

bildirilmiştir [42]. Vişne çekirdeği, nar çekirdeği ve bezelye 

gibi farklı bitki bazlı proteinlerin YBK değerleri sırasıyla 

%162, %284 ve %92 olarak belirlenmiştir [39]. Vişne 

çekirdeği proteinin tekno-fonksiyonel özelliklerinin 

araştırıldığı çalışmada YBK değeri %155 olarak tespit 

edilmiştir [43]. YBK’nın yüksek olması, proteinlerin 

gelişmiş hidrofobik özelliklerine ve polar olmayan amino 

asit yan zincirlerinin üstün yağ bağlama performansına 

bağlanmıştır [44]. Yüksek YBK’nın, yağlı gıdalara ilave 

edilerek daha iyi lezzet profili oluşturduğu ve gıda 

ürünlerinin raf ömrünü uzattığı bildirilmiştir [45]. Köpürme 

kapasitesi oluşturulan bir köpüğün hacmini, köpük stabilitesi 

ise süre boyunca köpük hacmindeki değişimi ölçmektedir 

[46]. Köpüğün kalitesi, proteinlerin çözünürlükleri, 

hidrofobiklikleri ve moleküller arası bağ oluşturma 

yetenekleri gibi yapısal ve fonksiyonel özelliklerine bağlıdır. 

Bitki proteinleri, amino asit bileşimlerine, moleküler 

ağırlıklarına ve diğer faktörlere bağlı olarak köpürme 

kapasiteleri ve stabiliteleri bakımından farklılık 

göstermektedir [47]. Çalışmada elde edilen köpürme 

kapasitesi %37.50, köpük stabilitesi ise 10. ve 30. dk için 

sırasıyla %73.33 ve %60.00 olarak belirlenmiştir (Tablo 4). 

Literatürde yer alan bir çalışmada nohut proteinlerinin 

köpürme kapasiteleri %41.93-58.06 olarak saptanmıştır [36]. 

Farklı bitkisel proteinler ile yapılan başka bir çalışmada 

proteinlerin köpürme kapasiteleri incelenmiştir (Vişne 

çekirdeği proteini: %39; nar çekirdeği proteini: %46.50 ve 

bezelye proteini: %92.50). Aynı çalışmada proteinlerin 

köpük stabiliteleri de incelenmiş ve vişne çekirdeği (%0.00), 

nar çekirdeği (%9.02) ve bezelye (%83.50) proteinleri rapor 

edilmiştir [39]. Ayrıca dondurarak kurutma ile elde edilen 

vişne çekirdeği proteinlerinin köpürme kapasitesi ve köpük 

stabilitesi değerleri sırasıyla %9.00 ve %4.00 olarak 

bildirilmiştir [43].   

EAI, bir proteinin bir emülsiyonu stabilize etme 

yeteneğinin bir ölçüsüdür. Belirli koşullar altında belirli bir 

miktarda su içinde yağ emülsiyonunu stabilize etmek için 

gereken protein miktarını belirtmektedir. ESI ise, bir 

proteinin, bir emülsifiye edici madde tarafından bir arada 

tutulan ve birbiriyle karışmayan iki sıvının (genellikle yağ ve 

su) karışımı olan bir emülsiyonu stabilize etme yeteneğini 

ifade etmektedir [46]. Örneğin EAI değeri 15.36 m2/g, ESI 

10. ve 30. dk için sırasıyla 62.24 ve 181.30 olarak tespit 

edilmiştir. EAI’nın yüksek olması, hidrofobik amino asit 

kalıntılarının açığa çıkmasına yol açan ve sonuç olarak 

yüzey aktivitesini ve yağ ve su arayüzünde adsorpsiyonu 

artıran küresel proteinlerin ayrışması ve kısmen 

açılmasından kaynaklanabileceğine atfedilmiştir [48]. Nohut 

proteini izolatı ile yapılan çalışmada EAI değeri 1.08 m2/g 

olarak tespit edilmiştir [42]. Ayrıca nohut proteini üzerine 

yapılan başka çalışmalarda EAI değerleri 5.7-253 m2/g 

aralıklarında bildirilmiştir [49-51].  
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Tablo 4. Nohut proteininin tekno-fonksiyonel özellikleri 

Parametreler Değerler 

Su tutma kapasitesi (%) 240.242.47 

Yağ bağlama kapasitesi (%) 213.681.96 

Köpürme kapasitesi (%) 37.500.91 

Köpük stabilitesi (%) (10 dk) 73.331.76 

Köpük stabilitesi (%) (30 dk) 60.001.25 

Emülsiyon aktivitesi indeksi (EAI) (m2/g) 15.360.72 

Emülsiyon stabilite indeksi (ESI10) 62.241.45 

Emülsiyon stabilite indeksi (ESI30) 181.301.78 

Veriler, üç kopyanın (n=3) ortalama ± standart sapması olarak verilmiştir. 

3.4 Stabilite indeksi, stabilite katsayısı ve santrifüj çökme 

oranı 

Stabilite indeksi, su içinde yağ emülsiyonun kararlığını 

belirlemek amacıyla santrifüj sonrası oluşan faz ayırımlarına 

göre belirlenebilmektedir. Kararsız bir yapı sergileyen 

emülsiyonlarda yağ fazı ve serum fazı ayrılmakta, 

dolayısıyla emülsiyon stabilitesini koruyamamaktadır. Bu 

yüzden faz ayırımının en düşük seviyede olması emülsiyon 

kararlılığı açısından tercih edilmektedir  [52]. Nohut proteini 

ile hazırlanan emülsiyonların stabilite indeksi Şekil 2A’ da 

sunulmuştur. Santrifüjleme işlemi sonrası oluşturulan 

emülsiyonda yağ fazı ayrımı görülmemiştir. Bu durum nohut 

proteinin yüzey aktif madde özelliğini ortaya çıkarmaktadır.  

R ve CPR da su içinde yağ emülsiyonlarının kararlılığını 

belirleyen parametrelerdendir. Bu değerler, emülsiyon 

kararlılığı açısından ters korelasyon gösterirler. Stabilitesi 

yüksek olan emülsiyonların R değeri yüksek, CPR değeri 

düşük olur [25].  

 

 

Şekil 2. Nohut proteininin stabilite indeksi, stabilite 

katsayısı ve santrifüj çökme oranı. 

 

Nohut proteini ile hazırlanan emülsiyon için R değeri 0.68, 

CPR değeri ise %14.60 bulunmuştur (Şekil 2B). Li ve ark., 

(2019) kolza proteini ile oluşturulan emülsiyonun 

stabilitesini araştırdıkları çalışmalarında, 0 ile 1 arasında 

olan R değerinin 1’e yaklaştıkça emülsiyonun kararlılığının 

arttığı ve daha stabil bir yapı gösterdiği, kolza proteini içeren 

emülsiyonda R değerinin 0.40 olduğu, CPR değerinin ise 

yaklaşık %43 olduğu rapor edilmiştir [25]. Nohut proteininin 

R değerinin (0.68) daha yüksek, CPR değerinin (%14.60) ise 

düşük olması, bu proteinin emülsiyon içerisinde sergilemiş 

olduğu davranışı ortaya koymaktadır. Ayrıca emülsiyon 

aktivitesi, emülsiyon stabilitesi analizleri sonuçlarının da bu 

durumu desteklediği görülmüştür. 

4 Sonuçlar  

Son yıllarda, ekolojik, sağlık ve hayvan refahı üzerindeki 

etkileri nedeniyle hayvansal protein kaynakları yerini 

bitkisel kökenli proteinlere bırakmaya başlamıştır. Bitkisel 

bazlı proteinler arasında soya, bezelye ve nohut gibi protein 

kaynakları ön plana çıkmaktadır. Bu çalışmada, ultrases ve 

çözücü pH’sının eş zamanlı uygulama yaklaşımı ile optimize 

edilmiş nohut proteininin spektrofotometrik, tekno-

fonksiyonel ve emülsiyon özellikleri araştırılmıştır. Ultrases 

ile özütleme nohut proteininin emülsifiye edici ve köpük 

oluşturma özelliklerine sahip olduğu ve bu sayede çeşitli 

gıda uygulamaları için kabul edilebilir olabileceği tespit 

edilmiştir. Ayrıca yapılan bu çalışma, protein kaynaklarının 

çeşitlendirilmesine, gıda uygulamalarında nohut proteininin 

yüzey aktif madde ve doğal emülgatör olarak kullanımına 

yönelik çalışmalara katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 
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