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NOHUT PROTEİN HİDROLİZATLARININ ANJİYOTENSİN 
DÖNÜŞTÜRÜCÜ ENZİM (ADE) İNHİBİTÖR AKTİVİTESİ ÜZERİNE 

ULTRASON, MİKRODALGA, FERMANTASYON VE PİŞİRMENİN ETKİLERİ

Özet

Bu çal›flmada nohuttan elde edilen protein izolatlar›ndaki ADE inhibisyon aktivitesi ölçülmüfltür.
Nohutlara piflirme, mikrodalga, ultrason, fermantasyon gibi ön ifllemler uyguland›ktan sonra aktivitedeki
de¤ifliklik araflt›r›lm›flt›r. Ön ifllem uygulanan örneklerden alkali ekstraksiyon ve izoelektrik çöktürme
yöntemiyle protein izolatlar› elde edilmifltir. Bütün izolatlar pepsin ve tripsin ile hidroliz edildikten sonra
analiz edilmifltir. En yüksek ADE inhibisyon aktivitesi ultrason uygulanan örneklerde görülmüfltür.
Aktivite ham nohuta göre yaklafl›k %21.0-40.7 oran›nda artm›flt›r. Fermantasyon ve kaynatma ön ifllemleri
sonucu aktivitede azalma gözlenmifltir. Sonuç olarak nohutun ADE inhibisyon aktiviteye sahip oldu¤u
kan›tlanm›fl, ultrason uygulamas›n›n aktiviteyi art›rd›¤› bulunmufltur.  

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

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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GİRİŞ
Yüksek kan bas›nc› di¤er bir deyiflle hipertansiyon,
kardiyovasküler hastal›klar için en önemli risk
faktörüdür. Hipertansiyon dünya nüfusunun ciddi
bir kesimini tehdit alt›na alm›flt›r. Ülkemizde her
üç kifliden birinde bu hastal›k gözlenmektedir (1).
Son verilere göre bu hastalar›n sadece % 54.7si
hipertansiyonun fark›ndad›r (2). Ülkemizde her
dört ölümden birinin sebebi hipertansiyondur (3).

Hipertansiyon, hayat tarz›n›n de¤ifltirilmesi, farkl›
diyet  yaklafl›mlar›  ve  ilaç  deste¤i  ile  tedavi
edilebilmektedir. Ancak sentetik ilaçlar›n kuru
öksürük  ve  kafl›nt›  gibi  yan  etkileri  insanlar›
do¤al materyallerle tedavi yoluna sürüklemifltir (4).

Artan epidemiyolojik kan›tlar kardiyovasküler
rahats›zl›klar, obezite, hipertansiyon, diyabet ve
hatta  kanser  gibi  hastal›klarla  diyet  aras›nda
kuvvetli bir ba¤ oldu¤unu göstermifltir. Fonksiyonel
g›dalar›n üretilmesi de sa¤l›kla g›dalar aras›nda
bir iliflki oldu¤u alg›s›na yan›t niteli¤indedir. Bir
fonksiyonel g›da genel olarak vücutta bir veya
birden fazla fonksiyon üzerinde iyi olma hali
sa¤layan g›da olarak tan›mlan›r. Son zamanlarda
temel besleyici özelliklerinin d›fl›nda g›da prosesi
süresince olgunlaflma veya fermantasyon yoluyla,
sindirim  s›ras›nda  enzimler  yoluyla  oluflan
peptitlerin insan sa¤l›¤› üzerinde faydal› etkilere
sahip oldu¤u bulunmufltur. Bu biyoaktif peptitler
2  ile  50  aminoasit  uzunlu¤una  sahiptirler  ve
antimikrobiyel,   antioksidan,   antitrombotik,
antihipertansif  ve  opioid  aktivite  göstererek
kardiyovasküler   sistem,   sindirim,   endokrin,
ba¤›fl›kl›k ve sinir sistemlerini etkilerler (5, 6).

Anjiyotensin dönüfltürücü enzim (ADE) vücutta
iki sisteme etki ederek kan bas›nc›n› düzenler.
Bunlardan ilki renin-anjiyotensin sistemidir. ADE bu
sistemde bulunan anjiyotensinI’i vazokonstriktör
olan  anjiyotensinII’ye  dönüfltürür,  aldosteron
sal›n›m›n› indükleyerek sodyum konsantrasyonunu
ve dolay›s›yla kan bas›nc›n› art›r›r. ‹kinci sistem
ise kinin-kalikrein sistemidir.  ADE, vazodilatör
olan bradikinini parçalar. Antihipertansif biyoaktif
peptitler bu enzimi inhibe ederek kan bas›nc›n›n
düflmesine yard›mc› olurlar (7).

Kuru baklagiller iyi birer karbonhidrat, protein
ve diyet lif kayna¤›d›rlar. Bunun yan›nda vitamin
ve mineral ihtiyac›n› da karfl›larlar. Son derece
besleyici olan baklagiller, yüksek kolesterol ve
Tip-2   diyabetin   düzenlenmesi,   baz›   kanser

türlerinin önlenmesi gibi birçok sa¤l›k özelli¤ine
de sahiptirler (4).

Kuru baklagillerin günlük beslenmemizde önemli
bir yere sahip olmas›, ADE inhibitörleri hakk›nda
baklagillerle yap›lan çal›flmalar›n oldukça s›n›rl›
olmas›, kuru baklagillerde bulunan ADE inhibitörü
peptitlerin uygulanacak prosesler sonras›nda
etkisinin devam edip etmeyece¤inin araflt›r›lmas›
bu sebeple önem kazanmaktad›r.

Bu çal›flmada nohuttan enzim muamelesi ile elde
edilen biyoaktif peptitlerin ADE inhibitör aktivitesi
üzerine  ultrason,  mikrodalga,  fermantasyon  ve
piflirme   gibi   g›da   proseslerinin   etkilerinin
belirlenmesi hedeflenmifltir.

MATERYAL ve YÖNTEM

Bu çal›flmada materyal olarak Kayseri’de yerel bir
firmadan   al›nan   nohut   (Cicer  arietinum L)
kullan›lm›flt›r. Lactobacillus plantarum (ATCC
kodu 8014) Mikrobiologics’ten, pepsin, tripsin,
ADE ve HHL Sigma Aldrich’ten temin edilmifltir. 

Öğütme

Ham protein ekstrakt› elde etmek için ön ifllem
uygulanmayacak nohut örnekleri ö¤ütücüde
(Warke-M20, IKA, Almanya) 0.5 mm’lik elekten
geçecek flekilde ö¤ütülmüfltür. 

Nohut protein izolatı eldesi

Ö¤ütülmüfl nohut örneklerine 1:10 oran›nda
distile su ilave edildikten sonra 1 N NaOH ile pH
9’a  ayarlanm›fl  ve  oda  s›cakl›¤›nda  1  saat
kar›flt›r›lm›flt›r. Süspansiyon 5 °C’de 4000 rpm’de
20 dakika santrifüjlenerek (NF800R, Nüve, Türkiye)
çözünmeyen kat› partiküllerin ayr›lmas› sa¤lanm›flt›r.
Üstte kalan s›v› k›s›m al›narak 2 N HCl ile pH
4.5’a ayarlanarak izoelektrik çöktürme ifllemi
gerçeklefltirilmifltir. Oda s›cakl›¤›nda yar›m saat
kar›flt›rman›n  ard›ndan  4000  rpm’de  20  dakika
5 °C’de santrifüj edilerek süpernatant ve pelet
birbirinden ayr›lm›flt›r. Pelet 1:5 oran›nda su ile
süspanse edilip pHs› 4.5’e ayarlanarak 30 dakika
kar›flt›r›lmak suretiyle y›kanm›flt›r. Ayn› flartlarda
tekrar santrifüjlenerek elde edilen çökelti al›n›p
1:2 oran›nda su ile süspanse edilip pHs› 7’ye
ayarlanm›flt›r. Konsantre protein -20 °C ’de analiz
edilene kadar saklanm›flt›r.

Fermantasyon

Ö¤ütülmüfl   nohut   örneklerine   %10   (v/v)
Lactobacillus plantarum eklenerek steril distile
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suyla 200 g/L süspansiyon haz›rlanm›flt›r. 48 saat
boyunca 150 rpm h›zdaki çalkalamal› inkübatörde
37 °C’de inkübasyona b›rak›larak fermantasyon
gerçeklefltirilmifltir   Fermantasyondan   sonra
örnekler -20 °C’de muhafaza edilmifltir (8). 

Pişirme

Bütün haldeki nohut örneklerine beherde 1:10
oran›nda  (w/v)  su  ilave  edilerek  60  dakika
boyunca  100 °C’de  kaynat›larak  piflirilmifltir.
Kaynatma s›ras›nda su ilavesiyle seviyesinin sabit
kalmas›  sa¤lanm›flt›r.  ‹fllem  sonunda  örnekler
süzülerek   oda   s›cakl›¤›na   so¤utulmufl   ve
ö¤ütülmüfltür. Is›l ifllemlerde s›cakl›k ve süre
belirlenirken   nohutun   yenilebilecek   kadar
yumuflam›fl olmas› göz önünde bulundurulmufltur.

Ultrason Uygulaması

Bütün haldeki nohut örneklerine beherde 1:10
oran›nda  (w/v)  su  ilave  edilerek  20  dakika
boyunca 150 W güçte ultrasona (S60, Elmasonic,
Singen) tabi tutulmufltur. ‹fllem sonunda örnekler
süzülerek   oda   s›cakl›¤›na   so¤utulmufl   ve
ö¤ütülmüfltür.

Mikrodalga Uygulaması

Bütün haldeki örneklere beherde 1:10 oran›nda
(w/v) su ilave edilerek 20 dakika boyunca 2450
MHz’te mikrodalga (MW796, Kenwood, Çin)
uygulanm›flt›r. ‹fllem sonunda örnekler süzülerek
oda s›cakl›¤›na so¤utulmufl ve ö¤ütülmüfltür.

Protein Hidrolizi

Protein izolat›ndan 100 mL al›narak 2 M HCl ile
pH 2’ye ayarlanm›flt›r. 1/250 (w/w) enzim substrat
oran›nda pepsin eklenerek 37 °C’de inkübasyona
b›rak›lm›fl, 2 saat sonra pH 6.5’e ayarlanarak yine
1/250 (w/w) enzim substrat oran›nda tripsin
eklenerek solüsyon 37 °C’de 2.5 saat inkübasyona
b›rak›lm›flt›r.  ‹nkübasyon  sonunda  pH  4.5’e
ayarlanarak  4 °C’de  4000rpm  h›zda  15  dakika
boyunca santrifüjlendikten sonra süpernatant -20
°C’de muhafaza edilmifltir (9).

Protein Miktarının Belirlenmesi

Nohutten elde edilen izolatlar›n ve enzimatik
hidroliz sonras› elde edilen hidrolizatlar›n protein
miktar› Bradford yöntemi ile belirlenmifltir. 

ADE İnhibisyon Aktivitesi

Aktivite tayini baz› modifkasyonlarla Cushman
and    Cheung    (10)    metodu    esas    al›narak
gerçeklefltirilmifltir. Bu metotta hippuril-L-histidil-
L-lösin (HHL)’den, ADE aktivitesi sonucu oluflan

hippurik asit absorbans› ölçülmektedir. Analize
bafllamadan önce 5 mmol/L HHL çözeltisi 0.3 M
NaCl içeren 0.1 M sodyum borat tamponunda
çözülerek haz›rlanm›flt›r. 0.1 U/mL ADE çözeltisi
ayn› tamponla haz›rlanm›flt›r. 20 µL HHL ile 80 µL
protein hidrolizat› kar›flt›r›larak 37 °C’de 5 dakika
bekletilmifl  daha  sonra  20  µL  ADE  çözeltisi
eklenerek 37 °C’de 30 dakika boyunca inkübasyona
b›rak›lm›flt›r. Süre sonunda 100 µL 1M HCl çözeltisi
eklenerek reaksiyon durdurulmufltur. Hippurik
asit ekstraksiyonu için 1.2 mL etil asetat eklenerek
vortekslenerek 8000 rpm’de 10 dakika santrifüj
edilmifltir. Üstte kalan etil asetattan 1mL al›narak
temiz bir tüpe aktar›larak, 100 °C deki tabaka ›s›t›c›
kullan›larak etil asetat tamamen uçurulmufltur.
Kalan k›s›m 3 mL saf su ile çözülerek 228 nm’de
absorbans› okunmufltur. ADE inhibitör aktivitesi
afla¤›daki formülle hesaplanm›flt›r.

A: örnek absorbans›

B: kör absorbans› (örnek yok)

C: pozitif kontrol absorbans› (ADE yok)

İstatistik Analiz

Verilerin istatistik analizi SPSS 15.0 program›
Kruskall-Wallis ve ANOVA testleri kullan›larak
yap›lm›flt›r.

SONUÇ ve TARTIŞMA

Örneklerin protein miktarlar› 2.66 ile 1.66 mg/mL
aras›nda de¤iflmektedir. Sonuçlar Çizelge 1’de
verilmifltir. Mikrodalga d›fl›ndaki uygulamalar
protein miktar›nda azalmaya sebep olmufltur.
Baklagiller  kullan›larak  yap›lan  çal›flmalarda
örneklerin piflirilmesiyle protein miktar›nda azalma
gözlenmifl ve sebebi piflirme s›ras›nda çözülebilir
kat›larda yaflanan kay›plar olarak aç›klanm›flt›r
(11). Nohut kullan›lan baflka bir çal›flmada ise
piflirmenin toplam protein içeri¤ini %3.4 azaltt›¤›,
bunun sebebinin de proteinlerin piflirme suyuna
geçifli oldu¤u bildirilmifltir (12).

Hidroliz verimi ›s›l ifllemler ve fermantasyon ile
artm›flt›r. Hidrolizatlardaki protein miktar› aras›nda
istatistik olarak bir fark görülmemifltir. Hidroliz
sonras› protein miktar› ve hidroliz verimi Çizelge
2’de verilmifltir. Hidroliz verimi en fazla kaynat›lm›fl
örneklerde izlenmifltir (%30.69). Termal prosesler,

Nohut Protein Hidrolizatlarının Anjiyotensin Dönüştürücü Enzim...

11

% inhibasyon =                x 100
B - A

B - C
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piflirmeden sonra proteinlerde konformasyonal
de¤ifliklik  oldu¤undan,  proteolitik  enzimlerin
etkisini art›rmaktad›r (13). Nohut kullan›lan bir
çal›flmada  in  vitro  protein  sindirilebilirli¤i  ›s›l
ifllem sonucu artm›flt›r. Sindirilebilirlikteki bu art›fl›n
protein denatürasyonu, tripsin inhibitörlerinin
y›k›m› veya taninler ve fitik asidin azalmas›ndan
dolay› olabilece¤i bildirilmifltir (14). Sorgum ile
yap›lan bir çal›flmada ise fermantasyon sonucu in
vitro protein sindirilebilirli¤i artm›fl ve sebebi
tripsin  inhibitörleri  ve  taninler  gibi  besleyici
olmayan faktörlerin azalmas› olarak aç›klanm›flt›r
(15).

Örneklerin hepsinde oldukça yüksek oranda
ADE inhibitör aktivitesi gözlenmifltir. ‹nhibisyon
çal›flmalar›nda örnek çok yo¤un oldu¤unda
%100’ün üzerinde sonuçlar bulunabilmektedir.
fiekil 1’de çeflitli ifllemler uygulanm›fl nohutlar›n
ADE inhibisyon aktiviteleri gösterilmifltir. ADE
inhibisyonunda  en  yüksek  aktivite  ultrason
uygulanan örneklerde izlenmifltir. ADE inhibisyon
aktivitesinde kontrole göre yaklafl›k %14’lük bir
art›fl olmufltur. Bu art›fl istatistik aç›dan önemli
bulunmufltur (P<0.05). Bu¤day çimi kullan›lan
bir çal›flmada ultrasonik ön ifllemin ADE inhibitör
aktivitesini %21-40.7 oran›nda art›rd›¤› belirtilmifltir.
Bunun  sebebi  aminoasit  konsantrasyonuyla
aç›klanm›flt›r.  Ultrason  ön  ifllemi  uygulanan
örneklerde  hidrofobikamino  asit  miktar›n›n,

özellikle prolin miktar›n›n önemli derecede artt›¤›
gösterilmifltir (16). Bu, ultrasonik ön ifllem gören
hidrolizatlar›n C-terminalinde prolin içeren peptit
miktar›n›n  daha  fazla  olabilece¤ini  kan›tlar
niteliktedir. Bilindi¤i gibi C-terminalinde prolin
içeren peptitler ADE inhibisyonu bak›m›ndan
di¤er  peptitlere  oranla  daha  yüksek  aktivite
göstermektedir. Prolin ayn› zamanda bu peptitlerin
stabilitesinde önemli rol oynamaktad›r. Özellikle
C-terminalinde bulunan prolin, genellikle ADE
inhibitör peptitlere sindirim enzimleri taraf›ndan
parçalanmas›na karfl› direnç kazand›r›r (17). Bir
di¤er çal›flmada ise ultrasonun ADE inhibitör
peptitlerin  üretimini  art›rd›¤›  ve  aktivitenin
maksimuma ulaflmas› için geçen süreyi k›saltt›¤›
bildirilmifltir (18). Sonikasyon s›ras›ndaki enzimatik
hidrolizdeki   artman›n   kavitasyon   sebebiyle
difüzyonun      art›fl›yla      ilgili      olabilece¤i
düflünülmektedir.

Fermantasyon sonucunda ADE inhibitör aktivitede
azalma meydana gelmifltir (P>0.05). Literatürdeki
di¤er çal›flmalarla çeliflen bu azalman›n kullan›lan
bakteri türü veya fermantasyon koflullar›ndan
kaynakland›¤› düflünülmektedir. Soya ile yap›lan
çal›flmada  iki  haftal›k  fermantasyon  süresi
boyunca aktivitenin artt›¤› ancak süre uzad›kça
aktivitenin azalmaya bafllad›¤› görülmüfltür. ADE
inhibitör  aktivitesine  sahip  peptitlerin,  peptit
hidrolizi   gibi   sebeplerle   tüketiminin   ADE

F. B. Otağ, M. Hayta

Çizelge 1.Protein miktar›
Table 1. Content of protein

Örnek Ad›  Sample Name Protein miktar› (mg/mL)  Content of protein(mg/mL)

Ham nohut  Raw Chickpea 2.50 ± 0.61a

Fermente nohut Fermented Chickpea 1.94 ± 0.35a,b

Piflirilmifl nohut Cooked Chickpea 1.67 ± 0.5b

Ultrason uygulanm›fl nohut Chickpea applied ultrasound 1.66 ± 0.26b

Mikrodalga uygulanm›fl nohut Chickpea applied microwave 2.66 ± 0.3a

Ayn› sütundaki farkl› küçük harfler istatistiksel olarak anlaml› farkl›l›¤› ifade etmektedir (P<0.05). Different small letters in the same column
refers to statistically significant difference (P<0.05).

Çizelge 2.Hidroliz edilen örneklerin protein miktar›
Table 2. Protein content of hydrolyzed samples

Örnek Ad› Protein miktar› (mg/mL) Hidroliz verimi (%)
Sample Name Content of protein(mg/mL) Yield of hydrolysis (%)

Ham nohut  Raw Chickpea 0.249 ± 0.27a 9.96
Fermente nohut Fermented Chickpea 0.324 ± 0.03a 16.69
Piflirilmifl nohut Cooked Chickpea 0.513 ±0.17a 30.69
Ultrason uygulanm›fl nohut Chickpea applied ultrasound 0.353 ± 0.16a 21.27
Mikrodalga uygulanm›fl nohut Chickpea applied microwave 0.577 ± 0.03a 21.71

Ayn› sütundaki farkl› küçük harfler istatistiksel olarak anlaml› farkl›l›¤› ifade etmektedir (P<0.05). Different small letters in the same column
refers to statistically significant difference (P<0.05).



inhibitör aktivitenin azalmas›nda etkili olabilece¤i
bildirilmifltir (19).

Piflirme sonucunda ADE inhibitör aktivitenin
%18.6 azald›¤› görülmüfltür (P>0.05). S›cakl›k
farkl›   materyallerde   farkl›   etkilere   sebep
olabilmektedir. Kuru baklagillerle yap›lan pek çok
çal›flmada ›s›l ifllem ADE inhibisyon aktivitesinde
art›fla sebep olmufltur. Kuru fasulyeyle yap›lan
bir çal›flmada 15 dakika kaynat›larak elde edilen
hidrolizatlar›n     ›s›l     ifllem     uygulanmayan
hidrolizatlara göre daha yüksek ADE inhibitör
aktivitesine sahip oldu¤u belirtilmifltir (20). Kuru
fasulye, barbunya ve yeflil mercime¤in kullan›ld›¤›
bir  di¤er  çal›flmada  121 °C’de  50  dakikal›k  ›s›l
ifllemin üç örnekte de ADE inhibitör aktivitesini
art›rd›¤› bulunmufltur (21). ADE inhibitör peptitlerin
aktivitesiyle yap›s› aras›ndaki iliflki hala tam olarak
bilinmemektedir. Fakat ADE’nin ba¤lanmas› için
en  önemli  faktörün  C-terminal  dizisi  oldu¤u
düflünülmektedir. C-terminaldeki lisin ve arjinin
gibi pozitif yüklü aminoasitlerin varl›¤› inhibitör
potansiyelini art›rabilir. Yüksek s›cakl›klardaki
›s›l ifllem C-terminal dizisini de¤ifltirebilir ve böylece
ADE inhibitör aktivitesini etkileyebilir (22).

Mikrodalgan›n ADE inhibisyon aktivitesine etkisini
inceleyen bir çal›flma bulunmamaktad›r. Bu çal›flman›n
sonucunda ise mikrodalga uygulamas›n›n ADE
inhibitör aktiviteyi %4.5 art›rd›¤› bulunmufltur
(P>0.05).

Sonuç olarak nohutun ADE inhibisyon aktiviteye
sahip  oldu¤u  bulunmakla  beraber,  aminoasit
içeri¤inin belirlenmesinin aktivitenin kayna¤›n›
anlamak    bak›m›ndan    faydal›    olabilece¤i
düflünülmektedir.   Özellikle   mikrodalgan›n
antihipertansif   aktivite   üzerine   etkilerinin
anlafl›lmas› bak›m›ndan daha detayl› incelemelerin
yap›lmas› önemlidir.
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fiekil 1. Örneklerin %ADE inhibisyon aktivitesi
Figure 1.ACE inhibition activity% of samples
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