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Ozet

Bu calismada nohuttan elde edilen protein izolatlarindaki ADE inhibisyon aktivitesi olctilmustir.
Nohutlara pisirme, mikrodalga, ultrason, fermantasyon gibi 6n islemler uygulandiktan sonra aktivitedeki
degisiklik arastrilmistir. On islem uygulanan 6rneklerden alkali ekstraksiyon ve izoelektrik ¢oktiirme
yontemiyle protein izolatlari elde edilmistir. Biittin izolatlar pepsin ve tripsin ile hidroliz edildikten sonra
analiz edilmistir. En yiksek ADE inhibisyon aktivitesi ultrason uygulanan orneklerde gortlmuistir.
Aktivite ham nohuta gore yaklasik %21.0-40.7 oraninda artmustir. Fermantasyon ve kaynatma on islemleri
sonucu aktivitede azalma gdzlenmistir. Sonug¢ olarak nohutun ADE inhibisyon aktiviteye sahip oldugu
kanitlanmus, ultrason uygulamasinin aktiviteyi artirdigr bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Nohut, ADE inhibisyonu, biyoaktifpeptitler, ultrason, mikrodalga, fermantasyon,
pisirme

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

Abstract

In this study, ACE inhibitory activity of chickpea protein isolates was measured. After applying pre-
treatments such as cooking, microwave, ultrasound and fermentation, changes in activity were
investigated. Protein isolates were obtained by alcaline extraction and isoelectric precipitation from
samples that were applied pre-treatments. All isolates were analyzed after being hydrolysed with pepsin
and trypsin. The highest ACE inhibition activity was observed in samples that were applied ultrasound.
The ACE inhibition activity increased about 21.0- 40.7% when compared to the raw chickpea samples.
A decline in the activity was observed when pre-treatments such as fermentation and cooking were
applied. As a result of these, it has been proved that chickpea has an ACE inhibition activity and it has
been found that ultrasound pre-treatment increases ACE inhibition activity.
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GIRIS

Yiiksek kan basinct diger bir deyisle hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar icin en dnemli risk
faktoridur. Hipertansiyon dinya niifusunun ciddi
bir kesimini tehdit altina alnustir. Ulkemizde her
¢ kisiden birinde bu hastalik gdzlenmektedir (1).
Son verilere gore bu hastalarin sadece % 54.7si
hipertansiyonun farkindadir (2). Ulkemizde her
dort dliimden birinin sebebi hipertansiyondur (3).

Hipertansiyon, hayat tarzinin degistirilmesi, farkls
diyet yaklasimlart ve ila¢c destegi ile tedavi
edilebilmektedir. Ancak sentetik ilaclarin kuru
Okstrik ve kasinti gibi yan etkileri insanlari
dogal materyallerle tedavi yoluna stirtiklemistir (4).

Artan epidemiyolojik kanitlar kardiyovaskiler
rahatsizliklar, obezite, hipertansiyon, diyabet ve
hatta kanser gibi hastaliklarla diyet arasinda
kuvvetli bir bag oldugunu gostermistir. Fonksiyonel
gidalarin Uretilmesi de saglikla gidalar arasinda
bir iliski oldugu algisina yanit niteligindedir. Bir
fonksiyonel gida genel olarak vicutta bir veya
birden fazla fonksiyon tizerinde iyi olma hali
saglayan gida olarak tanimlanir. Son zamanlarda
temel besleyici Ozelliklerinin disinda gida prosesi
suresince olgunlasma veya fermantasyon yoluyla,
sindirim sirasinda enzimler yoluyla olusan
peptitlerin insan sagligi tizerinde faydali etkilere
sahip oldugu bulunmustur. Bu biyoaktif peptitler
2 ile 50 aminoasit uzunluguna sahiptirler ve
antimikrobiyel, antioksidan, antitrombotik,
antihipertansif ve opioid aktivite gostererek
kardiyovaskiiler sistem, sindirim, endokrin,
bagisiklik ve sinir sistemlerini etkilerler (5, 6).

Anjiyotensin donustiiriicli enzim (ADE) viicutta
iki sisteme etki ederek kan basincini diizenler.
Bunlardan ilki renin-anjiyotensin sistemidir. ADE bu
sistemde bulunan anjiyotensinl'i vazokonstriktor
olan anjiyotensinll'ye donustirir, aldosteron
salnmmini indtkleyerek sodyum konsantrasyonunu
ve dolayistyla kan basincint artirir. Tkinci sistem
ise kinin-kalikrein sistemidir. ADE, vazodilator
olan bradikinini parcalar. Antihipertansif biyoaktif
peptitler bu enzimi inhibe ederek kan basincinin
diismesine yardimci olurlar (7).

Kuru baklagiller iyi birer karbonhidrat, protein
ve diyet lif kaynagidirlar. Bunun yaninda vitamin
ve mineral ihtiyacint da karsilarlar. Son derece
besleyici olan baklagiller, yliksek kolesterol ve
Tip-2 diyabetin dlzenlenmesi, bazi kanser

tirlerinin 6nlenmesi gibi bircok saglik 6zelligine
de sahiptirler (4).

Kuru baklagillerin giinliik beslenmemizde ¢nemli
bir yere sahip olmasi, ADE inhibitorleri hakkinda
baklagillerle yapilan calismalarin oldukca sinirli
olmasi, kuru baklagillerde bulunan ADE inhibitort
peptitlerin uygulanacak prosesler sonrasinda
etkisinin devam edip etmeyeceginin arastirilmasi
bu sebeple 6nem kazanmaktadir.

Bu calismada nohuttan enzim muamelesi ile elde
edilen biyoaktif peptitlerin ADE inhibitor aktivitesi
tzerine ultrason, mikrodalga, fermantasyon ve
pisirme gibi gida proseslerinin  etkilerinin
belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada materyal olarak Kayseri’de yerel bir
firmadan alinan nohut (Cicer arietinum L)
kullandmustir. Lactobacillus plantarum (ATCC
kodu 8014) Mikrobiologics’'ten, pepsin, tripsin,
ADE ve HHL Sigma Aldrich’'ten temin edilmistir.

Ogiitme

Ham protein ekstrakti elde etmek icin 6n islem
uygulanmayacak nohut ornekleri 6giitiicide
(Warke-M20, IKA, Almanya) 0.5 mm’lik elekten
gececek sekilde ogutilmustir.
Nohut protein izolat1 eldesi

Ogiitiilmiis nohut 6rneklerine 1:10 oraninda
distile su ilave edildikten sonra 1 N NaOH ile pH
9a ayarlanmis ve oda sicakliginda 1 saat
karistirilmustir. Siispansiyon 5 °C’de 4000 rpm’de
20 dakika santrifiijlenerek (NFS8OOR, Niuive, Tiirkiye)
¢ozlinmeyen kati partikiillerin ayrilmast saglanmustir.
Ustte kalan sivi kisim alinarak 2 N HCI ile pH
4.5’a ayarlanarak izoelektrik ¢oktirme islemi
gerceklestirilmistir. Oda sicakliginda yarim saat
karistirmanin ardindan 4000 rpm’de 20 dakika
5 °C’de santriftj edilerek stipernatant ve pelet
birbirinden ayrilmistir. Pelet 1:5 oraninda su ile
stispanse edilip pHst 4.5’e ayarlanarak 30 dakika
karistirllmak suretiyle yitkanmistir. Ayni sartlarda
tekrar santrifijlenerek elde edilen ¢okelti alinip
1:2 oraninda su ile stispanse edilip pHst 7’ye
ayarlanmistir. Konsantre protein -20 °C ’de analiz
edilene kadar saklanmustir.

Fermantasyon

Ogiitiilmiis nohut  6rneklerine %10 (v/v)
Lactobacillus plantarum eklenerek steril distile



suyla 200 g/L siispansiyon hazirlanmistir. 48 saat
boyunca 150 rpm hizdaki calkalamali inktibatorde
37 °C’de inklbasyona birakilarak fermantasyon
gerceklestirilmistir  Fermantasyondan sonra
ornekler -20 °C’de muhafaza edilmistir (8).
Pisirme

Biuittin haldeki nohut 6rneklerine 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 6rnekler
stuzilerek oda sicakligina sogutulmus ve
ogutilmustir. Isil islemlerde sicaklik ve stre
belirlenirken nohutun yenilebilecek kadar
yumusamis olmasi g6z 6niinde bulundurulmustur.
Ultrason Uygulamasi

Bitin haldeki nohut 6rneklerine beherde 1:10
oraninda (w/v) su ilave edilerek 20 dakika
boyunca 150 W giicte ultrasona (S60, Elmasonic,
Singen) tabi tutulmustur. Islem sonunda érnekler

stuziilerek oda sicakligina sogutulmus ve
ogutilmustir.
Mikrodalga Uygulamasi

Buttin haldeki 6rneklere beherde 1:10 oraninda
(w/v) su ilave edilerek 20 dakika boyunca 2450
MHz’te mikrodalga (MW796, Kenwood, Cin)
uygulanmustir. Iislem sonunda 6rnekler siiziilerek
oda sicakligina sogutulmus ve ogiitilmustir.
Protein Hidrolizi

Protein izolatindan 100 mL alinarak 2 M HCI ile
pH 2’ye ayarlanmustir. 1/250 (w/w) enzim substrat
oraninda pepsin eklenerek 37 °C’de inktibasyona
birakilmus, 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 inklibasyona
brrakilmustir. Inkiibasyon sonunda pH 4.5e
ayarlanarak 4 °C’de 4000rpm hizda 15 dakika
boyunca santrifiijlendikten sonra sipernatant -20
°C’de muhafaza edilmistir (9).

Protein Miktarinin Belirlenmesi

Nohutten elde edilen izolatlarin ve enzimatik
hidroliz sonrast elde edilen hidrolizatlarin protein
miktart Bradford yontemi ile belirlenmistir.

ADE inhibisyon Aktivitesi

Aktivite tayini bazi modifkasyonlarla Cushman
and Cheung (10) metodu esas alinarak
gerceklestirilmistir. Bu metotta hippuril-L-histidil-
L-l6sin (HHLY'den, ADE aktivitesi sonucu olusan

hippurik asit absorbanst ol¢tilmektedir. Analize
baslamadan 6nce 5 mmol/L HHL ¢ozeltisi 0.3 M
NacCl iceren 0.1 M sodyum borat tamponunda
cozilerek hazirlanmustir. 0.1 U/mL ADE cozeltisi
ayni tamponla hazirlanmistir. 20 pL HHL ile 80 pL
protein hidrolizati karistirllarak 37 °C’de 5 dakika
bekletilmis daha sonra 20 pL ADE c¢ozeltisi
eklenerek 37 °C’de 30 dakika boyunca inkibasyona
birakidmustir. Stire 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 santrifsj
edilmistir. Ustte kalan etil asetattan 1mL alinarak
temiz bir tipe aktarilarak, 100 °C deki tabaka 1sitict
kullanilarak etil asetat tamamen ucurulmustur.
Kalan kisim 3 mL saf su ile ¢ozilerek 228 nm’de
absorbansi okunmustur. ADE inhibitor aktivitesi
asagidaki formulle hesaplanmistir.

% inhibasyon = x 100

A: 6rnek absorbanst
B: kor absorbansi (6rnek yok)
C: porzitif kontrol absorbansi (ADE yok)

istatistik Analiz

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

SONUC ve TARTISMA

Orneklerin protein miktarlari 2.66 ile 1.66 mg/mL
arasinda degismektedir. Sonuclar Cizelge 1’de
verilmistir. Mikrodalga disindaki uygulamalar
protein miktarinda azalmaya sebep olmustur.
Baklagiller kullanilarak yapilan c¢alismalarda
orneklerin pisirilmesiyle protein miktarinda azalma
gozlenmis ve sebebi pisirme sirasinda ¢oziilebilir
katilarda yasanan kayiplar olarak aciklanmistir
(11). Nohut kullanilan baska bir calismada ise
pisirmenin toplam protein icerigini %3.4 azalttig,
bunun sebebinin de proteinlerin pisirme suyuna
gecisi oldugu bildirilmistir (12).

Hidroliz verimi 1sil islemler ve fermantasyon ile
artmustir. Hidrolizatlardaki protein miktart arasinda
istatistik olarak bir fark gorilmemistir. Hidroliz
sonrast protein miktari ve hidroliz verimi Cizelge
2'de verilmistir. Hidroliz verimi en fazla kaynatilmig
orneklerde izlenmistir (%30.69). Termal prosesler,

11
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Cizelge 1.Protein miktari
Table 1. Content of protein

Ornek Adi Sample Name

Protein miktari (mg/mL) Content of protein(mg/mL)

Ham nohut Raw Chickpea

Fermente nohut Fermented Chickpea

Pisirilmis nohut Cooked Chickpea

Ultrason uygulanmis nohut Chickpea applied ultrasound
Mikrodalga uygulanmis nohut Chickpea applied microwave

2.50 +0.61°
1.94 +0.35*
1.67£0.5°
1.66 £0.26°
2.66 + 0.3

Ayni situndaki farkl kiigiik harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligr ifade etmektedir (P<0.05). Different small letters in the same column

refers to statistically significant difference (P<0.05).

pisirmeden sonra proteinlerde konformasyonal
degisiklik oldugundan, proteolitik enzimlerin
etkisini artirmaktadir (13). Nohut kullanilan bir
calismada in vitro protein sindirilebilirligi 1sil
islem sonucu artmustir. Sindirilebilirlikteki bu artisin
protein denatlirasyonu, tripsin inhibitorlerinin
yikimi veya taninler ve fitik asidin azalmasindan
dolay1 olabilecegi bildirilmistir (14). Sorgum ile
yapilan bir ¢calismada ise fermantasyon sonucu in
vitro protein sindirilebilirligi artmis ve sebebi
tripsin inhibitorleri ve taninler gibi besleyici
olmayan faktorlerin azalmasi olarak aciklanmistir

(15).

Orneklerin hepsinde oldukca yiiksek oranda
ADE inhibitor aktivitesi gézlenmistir. Inhibisyon
calismalarinda 6rnek ¢ok yogun oldugunda
%100’tn Uzerinde sonuclar bulunabilmektedir.
Sekil 1’de cesitli islemler uygulanmis nohutlarin
ADE inhibisyon aktiviteleri gosterilmistir. ADE
inhibisyonunda en yilksek aktivite ultrason
uygulanan 6rneklerde izlenmistir. ADE inhibisyon
aktivitesinde kontrole gore yaklasik %14’1ik bir
artis olmustur. Bu artis istatistik acidan 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Bugday ¢imi kullanilan
bir calismada ultrasonik 6n islemin ADE inhibitor
aktivitesini %21-40.7 oraninda artirdigs belirtilmistir.
Bunun sebebi aminoasit konsantrasyonuyla
aciklanmustir.  Ultrason 6n islemi uygulanan
orneklerde hidrofobikamino asit miktarinin,

Cizelge 2.Hidroliz edilen érneklerin protein miktari
Table 2. Protein content of hydrolyzed samples

ozellikle prolin miktarnin énemli derecede arttig
gosterilmistir (16). Bu, ultrasonik 6n islem goren
hidrolizatlarin C-terminalinde prolin iceren peptit
miktarinin daha fazla olabilecegini kanitlar
niteliktedir. Bilindigi gibi C-terminalinde prolin
iceren peptitler ADE inhibisyonu bakimindan
diger peptitlere oranla daha yuksek aktivite
gostermektedir. Prolin ayni zamanda bu peptitlerin
stabilitesinde onemli rol oynamaktadir. Ozellikle
C-terminalinde bulunan prolin, genellikle ADE
inhibitor peptitlere sindirim enzimleri tarafindan
parcalanmasina karsi diren¢ kazandirir (17). Bir
diger calismada ise ultrasonun ADE inhibitor
peptitlerin  Uretimini artirdigt ve aktivitenin
maksimuma ulasmast icin gecen siireyi kisalttig
bildirilmistir (18). Sonikasyon strasindaki enzimatik

hidrolizdeki artmanin kavitasyon sebebiyle
diftizyonun artistyla ilgili olabilecegi
dustnilmektedir.

Fermantasyon sonucunda ADE inhibitor aktivitede
azalma meydana gelmistir (£>0.05). Literatiirdeki
diger calismalarla ¢elisen bu azalmanin kullanilan
bakteri tiirti veya fermantasyon kosullarindan
kaynaklandigi diistintilmektedir. Soya ile yapilan
calismada iki haftalik fermantasyon siresi
boyunca aktivitenin arttigt ancak siire uzadik¢a
aktivitenin azalmaya basladigi gorilmuistiir. ADE
inhibitor aktivitesine sahip peptitlerin, peptit
hidrolizi gibi sebeplerle tiketiminin ADE

Ornek Adi
Sample Name

Protein miktari (mg/mL)
Content of protein(mg/mL)

Hidroliz verimi (%)
Yield of hydrolysis (%)

Ham nohut Raw Chickpea

Fermente nohut Fermented Chickpea

Pisirilmis nohut Cooked Chickpea

Ultrason uygulanmis nohut Chickpea applied ultrasound
Mikrodalga uygulanmis nohut Chickpea applied microwave

0.249 +0.27° 9.96
0.324 +0.03° 16.69
0.513£0.17% 30.69
0.353 +0.16° 21.27
0.577 +£0.03* 21.71

Ayni situndaki farkl kiigiik harfler istatistiksel olarak anlamli farkliligr ifade etmektedir (P<0.05). Different small letters in the same column

refers to statistically significant difference (P<0.05).
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Sekil 1. Orneklerin %ADE inhibisyon aktivitesi
Figure 1.ACE inhibition activity% of samples

inhibitor aktivitenin azalmasinda etkili olabilecegi
bildirilmistir (19).

Pisirme sonucunda ADE inhibitor aktivitenin
%18.6 azaldigr gorilmistiir (P>0.05). Sicaklik
farkli  materyallerde farkli etkilere sebep
olabilmektedir. Kuru baklagillerle yapilan pek cok
calismada 1s1l islem ADE inhibisyon aktivitesinde
artisa sebep olmustur. Kuru fasulyeyle yapilan
bir ¢calismada 15 dakika kaynatilarak elde edilen
hidrolizatlarin 1s1l islem  uygulanmayan
hidrolizatlara goére daha yiksek ADE inhibitor
aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir (20). Kuru
fasulye, barbunya ve yesil mercimegin kullanildigi
bir diger calismada 121 °C’de 50 dakikalik 1s1l
islemin ti¢ Ornekte de ADE inhibitor aktivitesini
artirdigt bulunmustur (21). ADE inhibitor peptitlerin
aktivitesiyle yapist arasindaki iliski hala tam olarak
bilinmemektedir. Fakat ADE’'nin baglanmas: icin
en oOnemli faktorin C-terminal dizisi oldugu
distuntlmektedir. C-terminaldeki lisin ve arjinin
gibi pozitif yukli aminoasitlerin varligt inhibitor
potansiyelini artirabilir. Yiksek sicakliklardaki
1s1l islem C-terminal dizisini degistirebilir ve boylece
ADE inhibitor aktivitesini etkileyebilir (22).
Mikrodalganin ADE inhibisyon aktivitesine etkisini
inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismanin
sonucunda ise mikrodalga uygulamasinin ADE
inhibitor aktiviteyi %4.5 artirdigt bulunmustur
(P>0.05).

Sonug olarak nohutun ADE inhibisyon aktiviteye
sahip oldugu bulunmakla beraber, aminoasit
iceriginin belirlenmesinin aktivitenin kaynagini

anlamak  bakimindan faydali  olabilecegi
disintilmektedir. Ozellikle mikrodalganin
antihipertansif —aktivite Uzerine etkilerinin

anlasilmast bakimindan daha detayli incelemelerin
yapilmasi 6nemlidir.
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