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ÖZET 

Bazı Kurubaklagillerden Elde Edilen Protein Ekstraktları ve 

Fraksiyonlarının ADE Ġnhibisyon Aktiviteleri: Isıl ĠĢlem ve in vitro 

Sindirilirliğin Etkisi  

AKILLIOĞLU, Halise Gül 

Yüksek Lisans Tezi, Gıda Mühendisliği Bölümü 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Sibel KARAKAYA 

 ġubat, 2009, 104 sayfa  

Bu çalıĢmada kuru fasulye, kuru barbunya ve yeĢil mercimeğin 

potansiyel Anjiotensin DönüĢtürücü Enzim (ADE) inhibisyonu etkileri 

belirlenmiĢ ve bu etkinin in vitro sindirim sonrasında devam edip 

etmediği araĢtırılmıĢtır. Kurubaklagillerin Pronase E ile hidrolizinden 

sonra ultrafiltrasyonla elde edilen fraksiyonlarının önemli derecede ADE 

inhibisyonu aktivitesi gösterdiği belirlenmiĢtir. Elde edilen fraksiyonların 

IC50 değerlerinin 43.66±0.40 ile 106.54±15.21 µg/mL arasında değiĢtiği 

saptanmıĢtır. Molekül ağırlığı 5000 Da’ dan büyük olan fraksiyonun her 

üç kurubaklagil için de en fazla ADE inhibisyonu aktivitesi gösteren 

fraksiyon olduğu (p<0.05) belirlenmiĢtir. 30 dakikalık ısıl iĢlemin 

barbunya ve mercimeğin ADE inhibisyonu aktivitesinde azalmaya yol 

açtığı (p<0.05); ancak 50 dakikalık ısıl iĢlemin ADE inhibitörü 

peptitlerin açığa çıkması açısından üç kurubaklagil için de yararlı olduğu 

belirlenmiĢtir. İn vitro sindirim iĢleminin kurubaklagillerin ADE 

inhibisyonu aktivitesini arttırdığı saptanmıĢtır (p<0.05). 50 dakikalık ısıl 

iĢlemi takiben uygulanan in vitro sindirim sonrasında elde edilen 



 

barbunya mide diyalizatının %ADE inhibisyonunun mercimekten elde 

edilen değerden yüksek olduğu (p<0.05) ancak fasulye ile benzer olduğu 

(p>0.05); ince bağırsak diyalizatlarında ise örnekler arasında istatistiksel 

açıdan fark olmadığı belirlenmiĢtir.  

Anahtar Kelimeler: ADE inhibisyonu aktivitesi, kuru fasulye, 

kuru barbunya, yeĢil mercimek, ısıl iĢlem, in vitro sindirim, enzimatik 

hidroliz. 
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ABSTRACT 

ACE Inhibitory Activity Of Protein Extracts and Fractions Obtained 

From Some Legume Species: Effects Of Heat Processing and in vitro 

Digestion 

AKILIOĞLU, Halise Gül 

Master Thesis in Food Engineering Department 

Supervisor: Prof. Dr. Sibel KARAKAYA 

February, 2009, 104 pages 

In this research potential Angiotensin Converting Enzyme (ACE) 

inhibitory activity of common dry beans, red colored kidney beans and 

lentils were determined and stability of the ACE inhibitory activity after 

in vitro digestion was investigated. The ultrafiltration fractions obtained 

following Pronase E digestion showed significant amount of ACE 

inhibitory activity. It was found that the fractions had IC50 values 

changing from 43.66±0.40 to 106.54±15.21 µg/mL. The most potent 

inhibitory activity was obtained for the fraction that has molecular weight 

over 5000 Da (p<0.05) for each legume species. 30-min heat process 

resulted in a decrease in ACE inhibitory activity of red colored kidney 

beans and lentils; however, 50-min heat process was observed to be 

beneficial for the release of ACE inhibitory peptides  from the three 

legume species (p<0.05). In vitro digestion process increased ACE 

inhibitory activity of the samples (p<0.05). ACE inhibitory activity of 

dialysate obtained from in vitro gastric digestion of red colored kidney 

beans obtained after in vitro digestion following 50-min heat process was 



 

higher than the dialysate of lentils obtained from gastric digestion, but 

similar with the dialysate of common beans.. However, the dialysates 

obtained from in vitro intestine digestion showed similar ADE% 

inhibitory activity (p>0.05). 

Key words: ACE inhibitory activity, common dry beans, red 

colored kidney beans, lentils, heat process, in vitro digestion, enzymatic 

hydrolysis. 
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1. GİRİŞ 

Baklagiller genellikle çeĢitleri bakımından bölgesel ürünler 

olmakla birlikte dünyada, tahıllardan sonra en fazla tarımı yapılan 

ürünlerdir (de Almeida Costa et al., 2006; Duranti, 2006; Vijayakumari et 

al., 2007). Tüm dünyada insan beslenmesinde önemli yer tutan 

baklagiller, uzun yıllardan beri dünya mutfağında farklı çeĢitleriyle yerini 

korumaktadır.  

Genel olarak baklagiller kompleks karbonhidrat, protein ve diyet 

lifi kaynağıdır. Ayrıca vitamin, karotenoidler ve fenolik bileĢikler gibi 

besin öğesi olan ve olmayan bileĢenleri içerirler. Karbonhidrat içerikleri 

%55 ile %60 arasında, protein içerikleri %17 ile %40 arasında değiĢir (de 

Almeida Costa et al., 2006; Duranti, 2006; Osorio-Diaz et al., 2002). 

Proteinin büyük kısmı depo proteinleridir. Depo proteinlerinin de çoğunu 

globulinler oluĢturmaktadır (Scarafoni et al., 2007).  

Üreticilerin „fakirin eti‟ tabiriyle adlandırdığı baklagiller, bir 

bağlamda hayvansal kaynaklı proteinlere alternatif olarak da 

değerlendirilmektedir (Adebowale et al., 2007). Artan dünya nüfusu ve 

gıda kaynaklarının yetersiz kalması, özellikle geliĢmekte olan ülkelerde 

protein yetersizliğine bağlı sağlık sorunlarını beraberinde getirmiĢtir. 

Baklagillerin protein kaynağı olarak ele alınmasındaki asıl neden bu 

durumdur. 

Bitkisel protein kaynaklarının gıda sistemlerinde bileĢen olarak 

değerlendirilmesi konusuna artan bir ilgi vardır. GeliĢmiĢ ülkelerde 

bitkisel proteinler zorunlu besin öğesinden ziyade çeĢitli fonksiyonel 

bileĢen ya da biyoaktif bileĢen olarak kabul edilmektedir. Baklagil 
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proteinleri de, bu çerçevede yapılan araĢtırmalarda önemli yer 

tutmaktadır (Adebowale et al., 2007).  

Kuru baklagillerin lipid hemostazi kontrolü, hipokolesterolemik 

etki, glisemik kontrol, antikarsinojen etki (proteaz inhibitörleri ve 

lektinlerin etkisi), obezite ve diyabet üzerinde terapötik etkileri (α-amilaz 

ve protein inhibitörlerinin etkisi) gibi sağlık faydaları deneysel, 

epidemiyolojik ve klinik çalıĢmalarda ortaya konmuĢtur (Dueñas et al., 

2006; Duranti, 2006; Xu & Chang, 2008). Adebamowo et al., (2005), 

fasulye ve mercimek tüketimiyle meme kanseri riski arasında negatif 

yönlü bir iliĢki olduğunu bildirmiĢtir. Multietnik vaka kontrol 

(Multiethnic case control) çalıĢmasında soya fasulyesi dıĢındaki 

baklagillerin prostat kanserine karĢı koruyucu etkisi olduğu saptanmıĢtır 

(Kolonel et al., 2000). Soya fasulyesi (Wu and Ding, 2002), mung 

fasulyesi (Li et al., 2005), nohut (Yust et al., 2003) ve bezelyede 

(Vermeirssen et al., 2004; 2005) antihipertansif etki gösteren peptitlerin 

varlığı tespit edilmiĢ ve hayvan denemeleriyle bu peptitlerin 

antihipertansif etkileri kanıtlanmıĢtır. 

Bugün hipertansiyon, dünya popülasyonunun yaklaĢık ¼‟ini 

etkileyen ve kardiyovaskular hastalıklar ve iliĢkili komplikasyonlar için 

baĢlıca, ancak kontrol edilebilen bir risk faktörü olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. Bir dipeptil karboksipeptidaz olan anjiotensin I dönüĢtürücü 

enzimi (ADE), anjiotensin I‟in (dekapeptit) potansiyel vazokonstrüktör 

anjiotensin II‟ye (oktapeptit) dönüĢümünü katalizleyen ve memelilerde 

kan basıncı ile sıvı ve tuz dengesini düzenleyen bir enzimdir. Bu enzimin 

aktivitesini azaltarak kan basıncı seviyesinin düzenlenmesinde rol 

oynayan bileĢenler ADE inhibitörü olarak adlandırılmaktadır. Eksojen 

kaynaklı ADE inhibitörü ilk olarak yılan zehirinden izole edilmiĢtir. 
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Daha sonra süt, balık ve et kaynaklı olmak üzere bir çok gıdadan izole 

edilmiĢlerdir (Hartmann and Meisel, 2007). 

Kurubaklagiller, protein bakımından zengin olan gıda grupları 

arasında et, süt ve yumurtadan sonra yer almaktadır. ADE inhibitörü 

peptitlerin varlığı ve ADE inhibisyon aktiviteleri ile ilgili olarak et, balık, 

süt  ve yumurtanın  materyal olarak kullanıldığı araĢtırmalar yapılmıĢtır 

(Hong et al., 2008). Ancak kurubaklagillerin potansiyel biyoaktif peptit 

içerikleri ile ilgili yapılmıĢ çalıĢmalar sınırlıdır. Tarım ve KöyiĢleri 

Bakanlığı‟nın üretim istatistiklerine göre 2003 yılında yaklaĢık 500.000 

ton civarında kuru fasulye ve mercimek üretilmiĢtir. Türk halkının 

beslenme modelinde kurubaklagiller önemli bir yere sahiptir. Bu nedenle 

kurubaklagil proteinlerinin potansiyel ADE inhibitörü etkilerinin 

belirlenmesi ve bu etkinin in vitro sindirim sonrasında devam edip 

etmediğinin araĢtırılması önem kazanmaktadır.  

Bu çalıĢmada birinci aĢama olarak bazı kuru baklagillerden elde 

edilen protein ekstraktlarının ve protein fraksiyonlarının ADE inhibisyon 

etkilerinin araĢtırılması hedeflenmiĢtir. Ġkinci aĢamada ise ısıl iĢlem 

uygulaması ve in vitro sindirimi takiben ADE inhibisyon etkisindeki 

olası farklılıkların ortaya konması amaçlanmıĢtır.  
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

2.1. Beslenme-Sağlık İlişkisi 

Beslenme, insanlığın baĢlangıcından bu yana önemini korumuĢ ve 

hatta insanlığın geliĢimine paralel olarak önemi artmıĢtır. Eski 

zamanlarda beslenme, avlanabilen hayvanlar ve doğadaki yabani 

meyveler ile sınırlıyken tarımın baĢlamasıyla birlikte beslenmede 

çeĢitlilik artmıĢtır. EndüstrileĢmeyle beraber ise gıda ürünlerindeki artıĢla 

insanlara geniĢ bir yelpaze sunulmuĢtur. Beslenme ilk çağlarda sadece 

karın doyurmadan ibaret gibi gözükse de aslında sağlıkla olan iliĢkisi her 

zaman için ilgi çekici olmuĢtur. MÖ 460-377 yıllarında yaĢamıĢ olan 

Hipokrat‟ ın Ģu sözleri konunun öneminin çok eski zamanlardan beri 

farkında olunduğunun göstergesidir: „Sağlıklı olmak insanın yapısını 

(genetik) ve çeĢitli gıdaların gücünü bilmeyi gerektirir. Ancak yalnızca 

yemek yemeği kontrol etmek yeterli değildir. Aynı zamanda sağlığı 

olumlu etkilediği bilinen egzersiz de uygulanmalıdır. Gıda alımında veya 

egzersizde herhangi bir yetersizlik olursa hastalık kaçınılmazdır‟. 

Günümüzde gıda, beslenme ve sağlık iliĢkisi üzerinde en yoğun 

çalıĢmaların yapıldığı araĢtırma alanlarının baĢında gelmektedir. 

Özellikle 20. yüzyılın sonlarında fonksiyonel gıda biliminin geliĢmesi ve 

fonksiyonel gıdaların pazarda yüksek katma değer yaratan prestijli 

ürünler olarak yer alması, gıda sanayinin bu tür ürünler üretmesine ve 

yeni ürün geliĢtirme stratejilerinde fonksiyonel gıdalara önemli miktarda 

bütçe ayırmalarına neden olmuĢtur.  
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2.1.1. Fonksiyonel gıdalar 

Fonksiyonel gıdalar, terim olarak dünyaca benimsenmiĢ tam 

karĢılığı bulunmamakla birlikte yaygın olarak „beslenme açısından yeterli 

olmanın yanı sıra, vücutta bir veya birden fazla hedef fonksiyon üzerine, 

iyi olma halinin güçlendirilmesi ve/veya hastalık riskinin azaltılması gibi, 

olumlu etkiler sağlayan gıda‟ olarak tanımlanmaktadır (Bech-Larsen and 

Grunert, 2003; Urala and Lähteenmäki, 2004; Patch et al., 2005; Howlet, 

2008). Fonksiyonel gıdaları konvansiyonel gıdalardan ayıran en önemli 

özellik, belirli bir bileĢenin tanımlanmıĢ olan fizyolojik etkiyle direkt 

olarak bağlantılı olmasıdır (Urala and Lähteenmäki, 2004). Bu bileĢen 

fonksiyonel bileĢen olarak adlandırılır. Gıdalarda bulunan fenolik 

bileĢikler, likopen, ω-3 yağ asidi, diyet lifi, biyoaktif peptitler birer 

fonksiyonel bileĢendirler. Fenolik bileĢiklerin reaktif oksijen türlerinin 

tetiklediği dejeneratif hastalıklara karĢı koruyucu etkisi olduğu (Jung et 

al, 2008), likopenin özellikle prostat kanseri riskini azaltıcı etkisi olduğu 

(Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2005), ω-3 yağ asidinin trigliserit 

seviyesinde ve kan basıncı seviyesinde azalmaya yardımcı olduğu 

(Mandel et al, 2005), diyet lifinin kan kolesterol seviyesinde azalmaya 

yardımcı olduğu ve antihipertansif etkiye sahip olduğu (Whelton et al, 

2005), biyoaktif peptitlerin baĢta kardiyovasküler sisteme olmak üzere 

pek çok faydası olduğu (Kitts and Weiler, 2003; Korhonen and Pihlanto, 

2006; Erdmann et al, 2008) belirtilmiĢtir. 
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2.2. Hipertansiyon 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) kronik hastalıkları uzun dönemli ve 

genellikle yavaĢ ilerleyen hastalıklar olarak tanımlamıĢtır. WHO‟ nun 

verilerine göre kalp-damar hastalıkları, kanser, kronik solunum 

hastalıkları ve diyabet gibi kronik hastalıklar baĢlıca ölüm nedenleri 

arasında yer almakta ve tüm ölümlerin % 60‟ını oluĢturmaktadır. 2005 

yılında kronik hastalıklardan ölen 35 milyon insanın yarısının 70 yaĢın 

altındaki kiĢilerden oluĢtuğu belirtilmektedir 

(http://www.who.int/topics/chronic_diseases/en/).  

TC Sağlık Bakanlığı Tedavi Hizmetleri Genel Müdürlüğü‟nce 

hazırlanan 16 ġubat 2006 tarihli „Kronik Hastalıklar Raporu‟na göre, 

ülkemizde yaklaĢık 22 milyon kiĢinin kronik hastalıkların etkisi altında 

yaĢadığı belirtilmektedir. Raporda, kronik hastalıklar grubunda yer alan 

kalp-damar hastalıkları, hipertansiyon, diyabet ve kronik obstrüktif 

akciğer hastalığının (KOAH) en önemli risk faktörlerinin; sigara ve alkol 

kullanımı, sağlıksız beslenme, stres ve hareketsiz yaĢam tarzı olduğu 

vurgulanmaktadır. Türkiye‟de yaklaĢık 15 milyon kiĢinin hipertansiyon, 

4 milyon kiĢinin de diyabet hastası olduğu belirtilerek, yaklaĢık 3 milyon 

KOAH ve 2 milyon koroner kalp hastasının olduğu ifade edilmiĢtir. TC 

Sağlık Bakanlığı Türkiye Hastalık Yükü ÇalıĢması (2004) raporunda da 

kalp ve damar hastalıklarının 205.457 ölüm ile bütün ölüm nedenleri 

arasında 1. sırada (%47,7) yer aldığı belirtilmektedir. 

Kronik hastalıklar arasında prevalansının yüksekliğiyle dikkati 

çeken hipertansiyon, mutlaka tedavi edilmesi gereken bir sağlık sorunu 

olarak karĢımıza çıkmaktadır. Arıcı ve Çağlar (2002), 20. yüzyılın ilk 

http://www.who.int/topics/chronic_diseases/en/
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yarısının yüksek kan basıncının vücut için gerekli bir adaptasyon 

mekanizması olduğu ve bu nedenle düĢürülmemesi gerektiğinin öne 

sürüldüğü bir dönemken, yüzyılın ikinci yarısında, özellikle de 1970 

sonrasında yapılan çalıĢmalar yüksek kan basıncının baĢlı baĢına bir risk 

olduğunu ve kontrol edilmesi gerekliliğinin ortaya konduğunu 

bildirmiĢtir. 

Hipertansiyonun kontrol altına alınmasının önemini gösteren en 

önemli verilerin, hipertansiyonun oluĢturduğu risklere bağlı morbidite ve 

mortalite rakamlarında antihipertansif tedavi ile gözlenen önemli 

düĢüĢlerle elde edildiği belirtilmektedir. Örneğin ABD‟ de 1980 yılından 

sonra daha etkin bir antihipertansif tedavi uygulamasıyla serebrovasküler 

olaylarda %59, koroner kalp hastalığında %53 azalma olduğu 

bildirilmiĢtir (Arıcı ve Çağlar, 2002). 

Hipertansiyonun tetiklediği veya yol açtığı sağlık problemleri çok 

çeĢitlidir. Bunlar arasında anjin ve miyokard enfarktüsü, kalp krizi, felç, 

böbrek yetmezliği, görme kaybı sayılabilir. 

BirleĢik Ulusal Komite (Joint National Committee, JNC)‟nin 2003 

yılında hipertansiyonla ilgili olarak yayımladığı raporda, 18 yaĢ üstü 

yetiĢkin bireyler için kan basıncı değerlerine göre tansiyonun 

derecelendirilmesinde prehipertansiyon kavramı da eklenmiĢtir. Buna 

göre oluĢturulan yeni sınıflandırma Çizelge 2.1‟de görülmektedir. 
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Çizelge 2.1. Kan basıncının sınıflandırılması (Anonymous, 2003). 

Kan basıncı 

sınıflandırılması 

Sistolik kan 

basıncı (mmHg) 

Diyastolik kan 

basıncı (mmHg) 

Normal <120 ve <80 

Prehipertansiyon 120-139 ya da  80-89 

Hipertansiyon 1. evre 140-159 ya da 90-99 

Hipertansiyon 2. evre ≥160 ya da ≥100 

 

Hipertansiyonun önlenmesinde ve tedavi edilmesinde çeĢitli 

yöntemler olmakla birlikte sağlıklı yaĢam biçiminin benimsenmesi 

baĢarıyı getiren en önemli faktördür. AĢırı kilolu ve obez bireylerin kilo 

vermesi, DASH ( Dietary Approaches to Stop Hypertension) beslenme 

planına uygun bir beslenme tarzının benimsenerek sodyum alımının 

azaltılması ve diyetteki potasyum/sodyum oranının arttırılması, alkol 

tüketiminin sınırlandırılması ve fiziksel aktivitenin arttırılmasının kan 

basıncını azaltacağı, antihipertansif tedavinin etkinliğini arttıracağı ve 

kardiyovasküler hastalıkların riskini azaltacağı bildirilmiĢtir 

(Anonymous, 2003). Hipertansiyonla mücadelede yapılabilecek yaĢam 

tarzı değiĢiklikleri Çizelge 2.2‟de özetlenmiĢtir. 
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Çizelge 2.2. Hipertansiyonla mücadele için öneriler† (Anonymous, 

2003). 

DeğiĢiklik Öneri Sistolik kan basıncındaki 

yaklaĢık azalma 

Kilo kaybı Normal vücut ağırlığının 

korunması (BKĠ
*
: 18.5-24.9 

kg/m
2
) 

5-20 mmHg/10 kg kilo 

kaybı 

 

DASH 

beslenme 

planına 

uyulması 

Meyve-sebzece ve yağsız süt 

ürünlerince zengin, toplam yağ ve 

doymuĢ yağ oranı azaltılmıĢ 

diyetle beslenme 

 

8-14 mmHg 

Diyetteki 

sodyumun 

azaltılması 

Diyetteki sodyumun günlük 100 

mmolden çok olmaması (2.4g 

sodyum ya da 6g sodyum klorür) 

 

2-8 mmHg 

Fiziksel aktivite Düzenli olarak egzersiz yapmak 

(haftada birkaç gün en az 30 dk 

aerobik ya da tempolu yürüyüĢ) 

 

4-9 mmHg 

Alkol 

tüketiminin 

sınırlandırılması 

Erkekler için günlük en fazla 2 

kadeh, kadınlar ve düĢük kilolu 

kiĢiler için günlük en fazla 1 kadeh 

2-4 mmHg 

*: BKĠ: Beden kitle indeksi; vücut ağırlığı (kg)/boyun karesi (m
2
) 

†: Bu değiĢikliklerin etkisi uygulama süresine ve doza bağlı olup bazı bireyler 

için daha etkili olabilir. 
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2.3. Biyoaktif Peptitler 

Fonksiyonel bileĢenler içerisinde proteinler ve peptitler son 20 

yıldır ayrı bir önem kazanmıĢ ve “gıda kaynaklı biyoaktif peptitler” 

tanımlaması ile araĢtırmaların hedeflerinde yer almıĢtır.  

Gıda kaynaklı biyoaktif peptitler terimi, insanlarda yeterli ve 

dengeli beslenme sağlama özelliklerine ek olarak düzenleyici 

fonksiyonlara sahip bitkisel veya hayvansal kaynaklı peptitleri 

tanımlamaktadır. Son 20 yılda biyoaktif peptitler üzerindeki çalıĢmalar 

artmıĢtır. Biyoaktif peptitlerin daha sağlıklı bir beslenmeye katkıda 

bulunma potansiyeli bilimsel çevrede yaygın Ģekilde tartıĢılmıĢtır. Farklı 

sağlık etkilerine yol açan biyoaktif peptitlerin tanımlanması için pek çok 

kimyasal ve biyolojik yöntem geliĢtirilmiĢ ve uygulanmıĢ; ancak 

varsayılan sağlık etkilerinin sadece bir kısmı insan çalıĢmalarında 

kanıtlanabilmiĢtir (Hartmann and Meisel, 2007). Biyoaktif peptitler 

gıdanın yapısında doğal bir bileĢen olarak bulunabilirler ya da asıl 

protein sekansında inaktif haldeki peptitler enzimatik proteolizle (örneğin 

gastrointestinal sindirim sırasında veya fermentasyon gibi gıda iĢleme 

proseslerinde) açığa çıkabilirler. Ayrıca teknolojik olarak da proteolitik 

enzimlerle elde edilebilirler. Vücutta serbest kaldıktan sonra düzenleyici 

görevlerde rol oynarlar (Meisel, 1997; Yust et. al, 2003; Korhonen and 

Pihlanto, 2006; Hartmann and Meisel, 2007; Wang et. al, 2008). 

Biyoaktif peptitlerin canlı organizmada fizyolojik etki 

gösterebilmesi için öncelikle öncül proteinden salınması ve çevresel 

organlardaki ya da intestinal sistemde lumen yüzeyindeki hedef bölgeye 

ulaĢması gerekmektedir. Bu peptitler gastrointestinal sistemde bulunan 

farklı hedef bölgelerde lokal olarak etki edebilir ya da buradan 

absorplanarak dolaĢıma katılabilir ve sistemik etkisini açığa çıkarabilir. 



11 

 

 

 

Özellikle immünomodülatör peptitler gibi di- ve tripeptitler ile bazı ADE 

inhibitörü peptitlerin ince bağırsaklardan yeterli miktarda emilerek 

periferal hedef bölgelere ulaĢabildiği bildirilmiĢtir (Meisel, 1997; Yust et. 

al, 2003). 

2.3.1. Gıda kaynaklı biyoaktif peptitler 

Özellikle süt ürünlerinden olmak üzere biyoaktif potansiyele sahip 

hayvan ve bitki kökenli pek çok peptit keĢfedilmiĢtir. Süt ürünleri dıĢında 

yumurta, et, balık, soya fasulyesi, buğday gibi gıdalardan da biyoaktif 

peptitler izole edilmiĢtir (Çizelge 2.3). Bu peptitler oldukça geniĢ bir 

alanda etki gösterirler. Bunlar arasında antimikrobiyel etki, kan basıncını 

azaltıcı etki, kolesterol düĢürme özelliği, antitrombotik ve antioksidan 

aktivite, mineral absorpsiyonu ve biyoyararlılığını arttırma, bağıĢıklık 

sistemini düzenleyici etki ve opioid özellikler sayılabilir (Hartmann and 

Meisel, 2007). Biyoaktif peptitlerin etki ettiği sistemler Çizelge 2.4.‟te 

gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 2.3. ÇeĢitli protein kaynaklarından elde edilmiĢ biyoaktif 

peptitler (Korhonen and Pihlanto, 2003). 

Kaynak Elde ediliĢ 

yöntemi 

Peptit Fonksiyon 

 

Kazein 

 

Tripsin 

Tripsin-

Kimotripsin 

Pepsin 

Phe-Phe-Val-Ala-Pro 

Val-Glu-Pro-Ilo-Pro-

TyrGly-Leu-Phe 

Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu 

ADE-inhibitörü 

BağıĢıklık sistemini 

düzenleme 

Antioksidan etki 

 

β -

laktoglobulin 

 

Tripsin 

Ile-Pro-Ala-Val-Phe-Lys 

Trp-Leu-Ala-His-Lys 

Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-

Arg 

Bakterisid 

ADE-inhibitörü 

ADE-inhibitörü 

Soya fasulyesi 

 

Genetik 

modifiye soya 

proteini 

Proteinaz S 

Alkalaz 

Tripsin & 

Kimotripsin 

Leu-Leu-Pro-His-His 

DüĢük molekül ağırlıklı 

peptitler 

Arg-Pro-Leu-Lys-Pro-Trp 

Antioksidan etki 

Antihipertansif 

 

Antihipertansif 

Buğday 

embriyosu 

Alkalin proteaz Ile-Val-Tyr ADE-inhibitörü 

Antihipertansif 

Pirinç 

albumini 

Tripsin Gly-Tyr-Pro-Met-Tyr-Pro-

Leu-Pro-Arg 

Immunostimulasyon 

Tavuk Termolizin Ile-Lys-Trp 

Leu-Lys-Pro 

ADE-inhibitörü 

Antihipertansif 
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Çizelge 2.4. Biyoaktif peptitlerin fizyolojik fonksiyonları (Korhonen and 

Pihlanto, 2006). 

 

 

Etkin 

peptit 

Kalp-damar sistemi Sinir sistemi Gastrointestinal 

sistem 

BağıĢıklık sistemi 

Antihipertansif  

Antioksidan 

Antitrombotik 

Hipokolesterolemik 

Opioid 

i) Agonist 

ii) Antagonist 

Mineral bağlayıcı 

ĠĢtah azaltıcı 

Antimikrobiyel 

Antimikrobiyel 

Ġmmünomodülatör 

Sitomodülatör 

2.3.1.1. Opioid peptitler 

Opioid aktivite gösteren peptitler ilk olarak 1970‟lerin sonunda 

keĢfedilmiĢ ve δ-, µ- ya da к-tip opioid reseptörlerle etkileĢen endojen 

ligandlarla (endorfinler ve enkefalinler) olan yapısal benzerliklerinden 

dolayı „ekzorfinler‟ olarak isimlendirilmiĢlerdir (Hartmann and Meisel, 

2007). En bilinen ekzojen opioid peptitler, örneğin β-kazomorfinler, µ-tip 

ligandlar olarak karakterize edilmiĢlerdir.  

Endojen ve ekzojen opioid peptitler arasındaki ortak yapısal 

özellikler amino ucundaki tirozinin varlığı ve üçüncü ile dördüncü 

pozisyondaki fenilalanin ve tirozin kalıntılarıdır. Bu, opioid reseptörlere 

bağlanma bölgesi için önemli bir yapısal özelliktir. Tirozinin fenolik 

hidroksil grubunun yakınlarında lokalize olmuĢ negatif potansiyel, opioid 

aktivite için zorunludur. Tirozinin bulunmayıĢı biyoaktivitede 

kaybolmaya yol açar. Tirozin ve fenilalanin yan zincirlerinin doğru bir 
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Ģekilde düzenlenmesini sağladığı için prolin varlığı da opioid peptitlerin 

biyolojik aktivitesi için zorunludur (Meisel, 1997). 

2.3.1.2. Mineral bağlayan peptitler 

Fosfopeptitlerin çözünür organofosfat tuzları oluĢturduğu ve baĢta 

kalsiyum olmak üzere farklı mineraller için taĢıyıcı olarak görev yaptığı 

ifade edilmektedir (Meisel, 1997; Hartmann and Meisel, 2007). Bu 

nedenle ince bağırsakta kalsiyum ve diğer minerallerin emilimi üzerine 

etkili olmaktadır (Meisel, 1997). 

Sütteki fosforun yaklaĢık %30‟u monoester bağlarıyla kazeinin seril 

kalıntılarına bağlı halde bulunmaktadır. Kazein, kalsiyum ve fosfat 

iyonlarının stabilizasyonunda önemli rol oynamaktadır. Kazeinin tiriptik 

hidrolizi (tripsin enzimi ile hidroliz) sonucu fosforlanmıĢ seril kümeleri 

içeren kazeinofosfopeptit (KFP) oluĢtuğu belirlenmiĢtir. Bu fosforlanmıĢ 

seril kümelerinin kazein misellerinin oluĢumunu sağlayan kalsiyum 

fosfat ve kazein arasındaki interaksiyondan sorumlu olduğu bildirilmiĢtir. 

KFP‟ler kalsiyum ve fosfor minerallerinin biyoyararlılığının artmasını 

sağlamaktadır. KFPlerin bağırsaktaki kalsiyum absorpsiyonuna etkileri 

üzerine sıçanlarla yapılan denemelerin sonuçları bu peptitlerin ince 

bağırsaktaki pasif kalsiyum transportunu arttırdığını iĢaret etmektedir. 

Ġnsanlarla yapılan çalıĢmalar da süt tüketiminden sonra duodenumda ve 

midede küçük kazein fosfopeptitlerinin varlığını göstermiĢtir. Ancak 

insanlarda KFPlerin pasif kalsiyum absorpsiyonunu arttırdığına dair kanıt 

bulunamamıĢtır. Bununla birlikte KFP‟lerin spontan hidroksiapetit 

(florapetit) presipitasyonunu önleyebildiği belirtilmiĢtir. ÇalıĢmalar, 

kalsiyum ve fosfat iyonlarının diĢ yüzeyinde stabilize olmasını sağlayan 

kazein fosfopeptitlerinin, diĢ minesindeki lezyonların tekrar 

mineralizasyonunu sağladığını da göstermiĢtir (Hartmann and Meisel, 
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2007). KFP‟lerin, mineralleri bağlayıp çözünürleĢtirdikleri için 

osteoporozun, diĢ çürüklerinin, aneminin ve hipertansiyonun 

önlenmesinde etkili olduğu bildirilmiĢtir. Bu peptitlerin diĢ çürüklerini 

önleyici etkisinin pek çok insan ve hayvan çalıĢmalarında kanıtlandığına 

ait bilgiler literatürde bulunmaktadır. KFP‟lerin diĢ yüzeyinde tekrar 

kalsiyum birikimini teĢvik ettiği ve к-kazeinden elde edilen 

glikomakropeptidin ağız mukozasında plak oluĢturan bakterilerin 

adhezyonunu ve geliĢmesini engellediği belirtilmiĢtir (Korhonen and 

Pihlanto, 2006). 

2.3.1.3. Bağışıklık sistemini düzenleyici (İmmünomodülatör) 

peptitler 

Bu peptitlerin lenfosit proliferasyonu, doğal öldürücü hücre 

aktivitesi (naturel killer cell activity), antikor sentezi ve sitokin 

regülasyonu gibi  bağıĢıklık sistemi fonksiyonlarını güçlendirdiği 

belirtilmektedir. Dahası bu peptitlerin atopik bireylerde allerjik 

reaksiyonları azalttığı ve gastrointestinal sistemdeki mukozal bağıĢıklığı 

güçlendirdiği bildirilmiĢtir. Pirinç ve soya fasulyesi proteinlerinin tiriptik 

hidrolizatlarından elde edilmiĢ bağıĢıklık sistemini düzenleyici 

peptitlerin, süperoksit anyonlarını uyararak non-spesifik immün 

savunmasını tetikleyici etki gösterdiği belirtilmiĢtir (Hartmann and 

Meisel, 2007). 

2.3.1.4. Sitomodülatör peptitler 

Sitokimyasal çalıĢmalar gıda kaynaklı biyoaktif peptitlerin farklı 

hücre tiplerinin canlılığını (proliferasyon, farklılaĢma, apoptosis) 

düzenlediğini göstermiĢtir. Bazı süt kaynaklı peptitlerin normal 

hücrelerde etkili değilken kanser hücrelerinde apoptosisi tetiklediği 
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gösterilmiĢtir. Sitomodülatör ve immünomodülatör özelliklerin, gıda 

kaynaklı biyoaktif peptitlerin tümör geliĢiminde koruyucu aktivitesini 

oluĢturmada birlikte etkili oldukları bildirilmiĢtir (Hartmann and Meisel, 

2007). 

2.3.1.5. Antitrombotik peptitler 

Kan trombosit agregasyonunu ve trombosit yüzey reseptörlerine  

fibrinojen bağlanmasını inhibe eden peptitler glikomakropeptit 

sekansıyla ĢifrelenmiĢtir. Bu peptitler bebek mamalarıyla ya da anne 

sütüyle beslenen yeni doğmuĢ bebeklerin kan plazmasında tespit 

edilmiĢtir (Hartmann and Meisel, 2007). 

2.3.1.6. Antioksidan peptitler 

Zorunlu yağ asitlerinin enzimatik veya non-enzimatik 

peroksidasyonunu engelleyen antioksidan özellikler süt proteinlerinden 

elde edilen peptitlerde tespit edilmiĢtir. Bu peptitlerin çoğunun α-kazein 

sekansıyla Ģifrelendiği belirtilmiĢtir. His-His dipeptidinin N terminaline 

lösin ya da prolin eklenmesinin antioksidan aktiviteyi arttırdığı ve BHT, 

BHA gibi peptit olmayan antioksidanlarla sinerji oluĢturduğu 

belirtilmiĢtir (Hartmann and Meisel, 2007). 

2.3.1.7. Hipokolesterolemik peptitler 

Hipokolesterolemik etki kazein ve peynir altı suyu kaynaklı 

peptitler ve soya proteini kaynaklı peptitler için bildirilmiĢtir. Olası etki 

mekanizması  β-laktoglobulinin tiriptik hidrolizatı (LTH) ile beslenen 

sıçanlarda fekal steroid salgısının fazla olduğunun tespit eden 

araĢtırmacılar tarafından öne sürülmüĢtür. Bu durum misel yapıdaki 
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kolesterol çözünürlüğünde LTH indüklü azalmaya ya da daha fazla 

taurokolat (taurocholate) bağlama kapasitesine bağlanabilmektedir 

(Hartmann and Meisel, 2007). 

2.3.1.8. Antimikrobiyal peptitler 

Antimikrobiyal peptitler daha çok peynir altı suyu proteini olan 

laktoferrinden elde edilmiĢtir. Bununla birlikte αS1-kazein  ve αS2-

kazeinden elde edilen yeni antibakterisidal peptitler tanımlanmıĢtır. 

Laktoferrinin pepsinle hidrolizinden oluĢan peptitlerin bakterisidal 

özelliklerinin daha fazla olduğu tespit edilmiĢ ve bu durumun, daha 

küçük peptitlerin mikrobiyal yüzeydeki hedef bölgelere daha hızlı 

ulaĢtığının bir göstergesi olduğu ifade edilmiĢtir. Antimikrobiyal 

peptitlerin (laktoferrisin ve sentetik analogları, kazosidin-I gibi) 

mikroorganizmaların hücre geçirgenliklerini arttırarak etki ettiği 

belirtilmiĢtir (Meisel, 1997; Korhonen and Pihlanto, 2006; Hartmann and 

Meisel, 2007).  

2.3.1.9. İştah azaltıcı peptitler 

Glikomakropeptitin (GMP) ve kazeinomakropeptitin (KMP) 

bağırsak fonksiyonlarını düzenleme etkisi üzerine yapılan çalıĢmalar, 

yaklaĢık on yıllık bir geçmiĢe dayanmaktadır. KMP‟in, gastrik salgıyı 

engellediği ve midenin hareketlerinin yavaĢlamasını sağladığı 

belirtilmiĢtir. Ayrıca KMP tokluk hormonu olan kolesistokininin 

salgılanmasına neden olmaktadır. Bu hormon  gıda alımını ve sindirimini 

düzenlemektedir. Sindirim sırasında midede bütün halde KMP‟in varlığı 

belirlenmiĢ, diğer taraftan yoğurt ve süt tüketimi sonrası yetiĢkin 

bireylerde kan dolaĢımında GMP ve/veya KMP‟nin varlığı saptanmıĢtır. 

Bu çalıĢmalara dayanarak iĢtah azaltma ve kilo kontrolü amacıyla, GMP 
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içeren ticari ürünler tasarlanmıĢ ve satıĢa sunulmuĢtur. Ancak bu tarz 

ürünlerin klinik etkilerinin aydınlatılması için daha fazla sayıda 

çalıĢmaya gereksinim duyulduğu da önemle vurgulanmıĢtır (Korhonen 

and Pihlanto, 2006).  

2.3.1.10. Antihipertansif (ADE inhibitörü) peptitler 

Anjiotensin dönüĢtürücü enzim (ADE, EC. 3.4.15.1) bir dipeptil 

karboksipeptidazdır ve Renin-Anjiotensin-Aldosteron Sistem (RAAS)‟ 

de yer alır. Ġnsan fizyolojisinde major bir regülatör olan RAAS, kan 

basıncını, hacmini ve elektrolitleri kontrol etmekte, kalbi, damarları ve 

böbrekleri etkilemektedir (Keidar et al., 2007).  

Angiotensin prosesi, angiotensinojenin renin ile hidroliziyle 

inaktif bir peptit olan Angiotensin I (Ang. I) oluĢumuyla baĢlamakta ve 

Angiotensin dönüştürücü enzimin (ADE), Ang. I‟ in karboksil 

ucundaki iki amino asidi ayırması ile Angiotensin II (Ang. II) 

oluĢumuyla sonuçlanmaktadır. Bir oktapeptit olan Angiotensin II 

potansiyel bir damar daraltıcıdır (vazokonstriktör). Ayrıca bu etkinin yanı 

sıra ADE, damar rahatlatıcı aktivite gösteren bradikininin de 

inaktivasyonunu katalizlemektedir. Böylece iki farklı mekanizma yoluyla 

ADE, kan basıncının artmasına neden olmaktadır (Muguerza et. al, 2006; 

Theodore and Kristisson, 2007; Shuangquan et. al, 2008). ġekil 2.1‟de 

kan basıncının düzenlenmesi prosesi Ģematize edilmiĢtir.  
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ġekil 2.1. Kan basıncının düzenlenmesnde ADE‟ nin rolü 

(www.nature.com/ajh)  

           Sistemik                                                                                           Doku 

             Karaciğer                                                                                          Kalp 

                                                                                                                      Beyin 

                                                                                                                     Böbrek 

                                                                                                                   Damarlar 

      Angiotensinojen 

            Renal Renin                                                                                     Dokusal Renin 

                                                                Angiotensin I 

            Akciğer ADE                                                                                    Dokusal ADE 

          Angiotensin II 

                    AT1 Reseptör                                                                  AT2 Reseptör 

Sodyum      Vazokonstrüksiyon  Aldosteron                  Bradikinin     Vazodilasyon   NO 

reabsorpsiyonu 

                      Kan Basıncı                                                     Kan Basıncı 

 

Hipertansiyon tedavisinde ADE inhibisyonu faydalı bir terapötik 

yaklaĢım olarak kabul edilmiĢtir. Bu nedenle antihipertansif ilaçların 

http://www.nature.com/ajh
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geliĢtirilmesinde ADE inhibisyonu hedef olarak belirlenmiĢtir. Pek çok 

sentetik ADE inhibitörü sentezlenmiĢ ve antihipertansif ilaçların 

yapımında kullanılmıĢtır (Li et al., 2004).   

Kaptopril, enalapril, lizinopril, ramipril hipertansiyon tedavisinde 

yaygın olarak kullanılan sentetik ADE inhibitörleridir. Ancak sentetik 

inhibitörlerin öksürük, tat alma duyusu bozuklukları, kızarıklık, ödem 

gibi yan etkilere sebep olduğu bilinmektedir (Li et. al, 2005). Bu nedenle 

ADE inhibitörlerinin doğal kaynağı olan gıdaların belirlenmesi konusuna 

olan ilgi artmıĢtır.  

ADE inhibitörü peptitler ADE‟ nin aktivitesini azaltarak tansiyon 

düĢürücü etki gösterirler. Ekzojen ADE inhibitörlerinin ilk olarak yılan 

zehirinden izole edilmesinden bu yana özellikle süt, et ve balık gibi 

gıdalardan pek çok sayıda ADE inhibitörü izole edilmiĢtir. Bu peptitler 

genellikle kısa zincirli olup prolin gibi polar amino asit kalıntıları 

içerirler (Korhonen and Pihlanto, 2006; Hartmann and Meisel, 2007).  

Gıdalardan izole edilen ADE inhibitörleriyle yapılan çalıĢmalarda 

in vitro antihipertansif etkinin yanı sıra bu peptitlerce zengin diyetle 

beslenen spontan hipertansif sıçanlarda (SHS) hipertansiyonun 

baskılandığı gösterilmiĢtir (Fujita and Yoshikawa, 1999; Sipola et. al, 

2002; Seppo et. al, 2003‟ e atfen Hong et. al, 2008). Ayrıca hipertansif 

bireylerle yapılan araĢtırma sonuçlarının da ADE inhibitörü yönünden 

zengin diyetin antihipertansif etkiye sahip olduğunu gösterdiği 

belirtilmektedir (FitzGerald and Meisel, 2000‟ e atfen Hong et. al., 2008). 

Gıdaların ADE inhibitörü peptit kaynağı olarak kullanılabilme 

potansiyelini konu alan çalıĢmalar süt ve süt ürünleri, et ve et ürünleri, su 

ürünleri, tahıllar ve baklagiller ve diğer ürün gruplarında yapılan 

çalıĢmalar Ģeklinde sınıflandırılabilir. 
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2.3.1.10.1. Süt ve süt ürünleri kaynaklı ADE inhibitörü peptitler 

Süt ve süt ürünlerinin ADE inhibisyonu aktivitesine iliĢkin 

çalıĢmalar sütün fermantasyonu üzerine yoğunlaĢmıĢtır. Süt 

fermantasyonunun ADE inhibitörü peptit oluĢumunda çok etkili bir 

proses olduğu belirtilmektedir (Muguerza et. al., 2006). Fermantasyonda 

en çok yararlanılan suĢların Lactobacillus helveticus, Lb. delbrueckii 

subsp. bulgaricus, Saccharomyces cerevisiae olduğu görülmektedir 

(Bütikofer et al., 2007; Shuangquan et al., 2008).  

Sütün Lactobacillus helveticus ile fermantasyonu sonucunda oluĢan 

tripeptitler valil-prolil-prolin (Val-Pro-Pro; VPP) ve izolösil-prolil-prolin 

(Ile-Pro-Pro; IPP) antihipertansif etkiden sorumlu baĢlıca biyoaktif 

peptitler olarak tanımlanmıĢtır. Ġsviçre‟ de tüketilen 44 peynir çeĢidiyle 

yapılan çalıĢmada VPP ve IPP miktarlarının sırasıyla 0-224.1 ve 0-95.4 

mg/kg aralığında değiĢtiği belirtilmiĢtir. Sert peynirlerde bu iki peptidin 

toplamının 100 mg/kg, yarı sert peynirlerde 51.6 mg/kg ve yumuĢak 

peynirlerde 3.4 mg/kg olduğu tespit edilmiĢtir. Camambert, Mozzarella 

gibi pastörize ya da UHT sütle yapılan yumuĢak peynirlerde ve Tilsit, 

Raclette, Edam ve Manchego gibi pastörize sütle yapılan yarı sert 

peynirlerde oldukça az miktarda VPP ve IPP tespit edildiği bildirilmiĢtir. 

YumuĢak peynirlerin aksine daha uzun olgunlaĢma periyodu (10 

haftadan 18 aya kadar) gerektiren peynirlerde daha fazla VPP ve IPP 

varlığı saptanmıĢtır. Bu durumun, prolin içeren bu iki peptidin oluĢması 

için kuvvetli proteoliz gerektiğini iĢaret ettiği belirtilmiĢtir. IPP ve VPP 

içeren fermente süt ürünlerinin tüketildiği kısa ve uzun dönemli insan 

denemelerinde de kan basıncının azaldığı saptanmıĢtır (Bütikofer et al., 

2007). 
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Muguerza et al. (2006) çiğ sütün farklı bakteri suĢlarıyla fermente 

edilmesinin in vitro ADE inhibisyonu aktivitesi üzerine etkilerini 

incelemiĢ ve elde edilen fermente sütlerin entübe edildiği SHS üzerinde 

kan basıncı değerlerine iliĢkin değiĢimi gözlemlemiĢtir. Bu çalıĢmada en 

yüksek ADE inhibisyonu aktivitesini sağlayan suĢun Enterococcus 

faecalis olduğu saptanmıĢtır. Fermente sütlerin DKB (diastolik kan 

basıncı) seviyesinde kaptopril ile hemen hemen aynı oranda azalmaya yol 

açtığı; ancak SKB (sistolik kan basıncı) seviyesinde daha az etkili olduğu 

tespit edilmiĢtir. Aynı çalıĢmada fermente sütlerin normotensif sıçanlar 

üzerindeki etkisi de incelenmiĢ ve ne SKB ne DKB seviyesinde değiĢim 

gözlenmiĢtir. Bu nedenle söz konusu suĢla üretilen fermente sütün bir 

fonksiyonel gıda olarak sunulmasında normotensif bireyler açısından bir 

sakınca yaratmayacağı yorumu yapılmıĢtır. 

Sütün dört farklı Enterococcus faecalis suĢuyla fermente edildiği 

bir çalıĢmada (Quirόs et al., 2007) oluĢan peptitler molekül ağırlıklarına 

göre fraksiyonlarına ayrılmıĢ ve molekül ağırlığı 3000 Da‟ dan küçük 

olan fraksiyonun ADE inhibisyonu aktivitesinin daha fazla olduğu tespit 

edilmiĢtir. Bu fraksiyon RP-HPLC ile 10 alt fraksiyona ayrılmıĢ ve her 

birinin ADE inhibisyonu aktivitesi belirlenmiĢtir. Bu fraksiyonların kütle 

spektrometrisiyle tanımlaması yapılmıĢtır. En aktif alt fraksiyonun β-

kazeinin 133-138 fragmanına [β-KN f(133–138)] karĢılık geldiği 

bulunmuĢtur. Toplam 8 adet peptit sekansı tanımlanmıĢ ve hepsinin β-

KN fragmanlarına karĢılık geldiği görülmüĢtür. Hepsinin de hidrofobik 

karakter gösterdiği ve prolin yönünden zengin olduğu saptanmıĢtır. En 

düĢük IC50  (ADE‟ nin aktivitesini %50 oranında azaltmak için gerekli 

olan peptit konsantrasyonu) değerine sahip peptitler olan β-KN f(133–

138) ve β-KN f(58–76)‟ in IC50  değerlerinin sırasıyla 5.4 ve 5.3 µM 

olduğu belirlenmiĢtir. Bu iki peptidin SHS üzerindeki etkisi incelenmiĢ 
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ve hem SKB hem de DKB seviyelerinde azalmaya yol açtıkları tespit 

edilmiĢtir. 

Deve sütünün Lactobacillus helveticus ile fermantasyonunun da 

ADE inhibisyonu aktivitesine yol açtığı Shuangquan et al (2008) 

tarafından gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada IC50 değeri 19.9 µM olan Ala-Ile-

Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Gln-Asp nonapeptidi izole edilmiĢtir. Bu peptidin 

sığır ĸ-KN f(107-115)‟ nin primer yapısında bulunduğu belirtilmektedir. 

Pepsin, tripsin ve kimotripsin ile hidrolizi sonucunda da aktivitesini 

neredeyse tamamen koruduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca 100 ºC‟de 20 dak 

ısıl iĢlem sonrasında da aktivitesinde kayıp olmadığı, ancak 110 ºC‟de 60 

dak ısıl iĢlem sonrasında % 50 oranında aktivite kaybı oluĢtuğu 

bildirilmiĢtir. 

Süt ürünlerinin fermente edilmesinin yanı sıra süt proteinlerinin 

proteolitik enzimlerle hidrolizi de ADE inhibitörü peptit eldesi 

çalıĢmalarında denenmiĢtir. β-Laktoglobulin (β-Lg), α-Laktalbumin (α-

La) ve peynir altı suyu protein konsantratının (PPK) pepsin, tripsin ve 

kimotripsinle hidrolize edildiği çalıĢmada (Mullally et al., 1997) elde 

edilen hidrolizatların ADE inhibisyonu aktivitesinin %84‟ ten fazla 

olduğu belirlenmiĢtir. Hidrolizden önceki aktivitelerinin ise %10‟ dan 

daha az olduğu bildirilmiĢtir. Hidrolizden önce proteinlerin 80ºC‟ de 20 

dak ısıtılmasının da ADE inhibisyonu aktivitesinde bir değiĢikliğe yol 

açmadığı belirtilmiĢtir. PPK tripsin hidrolizatının ultrafiltrasyonu sonucu 

elde edilen 3 kDa molekül ağırlığına sahip permeatın ve 1 kDa molekül 

ağırlığına sahip permeatın IC50 değerlerinin  sırasıyla 195.1 ve 201.1 

mg/L, β-Lg tripsin hidrolizatının ise 3 kDa molekül ağırlığına sahip 

permeatın ve 1 kDa molekül ağırlığına sahip permeatın IC50 değerlerinin  

sırasıyla 130.0 ve 160.4 mg/L olduğu tespit edilmiĢtir.  
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β-Lg‟ in, ticari bir proteaz-peptidaz preparatı olan Protease N 

Amano ile hidroliz edildiği bir çalıĢmada, uygulanan sıcaklığın elde 

edilen peptit tipi ve hidrolizattaki konsantrasyonu üzerinde oldukça etkili 

olduğu gösterilmiĢtir. 45 ve 55 ºC‟ de uygulanan hidrolizden elde edilen 

hidrolizatların toplam ADE inhibisyonu aktivitesi birbirinden çok farklı 

değilken, RP-HPLC ile ayrılan 8 fraksiyonun ADE inhibisyonu 

aktivitesinin farklılık gösterdiği bulunmuĢtur. Bu durum, hidroliz 

aĢamasında uygulanan farklı sıcaklıkların farklı peptit çeĢitleri oluĢumu 

ve dolayısıyla farklı inhibisyon potansiyeline yol açtığı Ģeklinde 

yorumlanmıĢtır. Ġki farklı sıcaklıkta uygulanan hidrolizden elde edilen 

hidrolizatlara ait bazı fraksiyonların ortak peptit sekansına sahip olduğu 

da görülmüĢtür. Bu çalıĢmada molekül ağırlığı 804.5 Da ve IC50 değeri 

8µM olan β-Lg f(36-42) peptidi izole edilmiĢtir (Ortiz-Chao et al., 2009). 

da Costa et al. (2007), peynir altı suyu tozu proteini izolatından α-

kimotripsin, Alkalaz ve Proteomix ile IC50 değerleri 0.05-0.89 mg/mL 

arasında değiĢen hidrolizatlar elde etmiĢtir. Hidrolizden önce 65ºC‟ de 

ısıl iĢlem uygulamanın ADE inhibisyonu aktivitesinde artıĢa yol açtığı 

belirlenmiĢtir. En fazla ADE inhibisyonu aktivitesine yol açan enzimin α-

kimotripsin olduğu belirtilmiĢtir. Elde edilen hidrolizatlarla beslenen 

SHS‟ larda en fazla kan basıncı düĢüĢüne yol açan hidrolizatın 65ºC‟ de 

ısıl iĢlemin ardından Alkalaz uygulanmıĢ olan hidrolizat olduğu 

belirlenmiĢtir (2 saat sonra 19.1 mm Hg ve 4 saat sonra 14.9 mm Hg 

azalma). Ayrıca bu hidrolizat damar yoluyla enjekte edildiğinde de 4 saat 

sonra 24.84 mm Hg ve 6 saat sonra 28.08 mm Hg azalma gözlendiği 

belirtilmiĢtir. 

Süt protein hidrolizatlarının ADE inhibisyonu aktivitesinin 

incelendiği bir baĢka çalıĢmada Otte et al. (2007), kazeinin peynir altı 

suyu proteininden daha fazla inhibitör peptit oluĢumuna olanak 
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sağladığını tespit etmiĢtir. Kazein ve peynir altı suyu hidrolizatlarının 

sırasıyla %85 ve %79 luk inhibisyon sağladığı ve IC50 değerlerinin de 

sırasıyla 45-83 ve 90-400 µg/mL arasında değiĢtiği belirlenmiĢtir. 

Kazeinin peynir altı suyundan daha fazla inhibisyona yol açması, prolin 

yönünden daha zengin olmasına ya da daha esnek bir molekül yapısına 

sahip olduğu için proteolize daha açık olmasına bağlanmıĢtır. Hidrolizde 

kullanılan enzimler ADE inhibitörü peptit verimi açısından en yüksek 

aktiviteden en düĢük aktiviteye göre Termolisin> Proteinaz A> Tripsin> 

Pepsin> Bacillus licheniformis ten elde edilen Proteaz olarak 

sıralanmıĢtır. Termolisinin en yüksek ADE inhibisyon aktiviteye sahip 

peptitleri oluĢturması da, bu enzimin ADE ile aktif bölgelerinin 

benzeĢiyor olmasına bağlanmıĢtır. 

Ġki farklı bebek maması formülasyonunun ADE inhibisyon 

aktivitesi Hernández-Ledesma et al. (2004) tarafından incelenmiĢtir. 

Formülasyonlardan biri süt proteini bazlı (BF1) iken diğeri hidrolize 

edilmiĢ peynir altı suyu proteini bazlıdır (BF2). Pepsin ile hidroliz 

sonrası BF1‟in ADE inhibisyonu aktivitesinin artıĢ gösterdiği, pankreatik 

ekstraktla hidroliz sonrasındaysa değiĢiklik olmadığı belirlenmiĢtir. BF2 

için ise hidroliz öncesi ve sonrasındaki ADE inhibisyonu aktivite 

değerlerinin çok yakın olduğu bildirilmiĢtir. Bu durum, BF1‟in 

yapısındaki proteinlerin gastrointestinal enzimlerin aktivitesiyle, ADE 

inhibitörü peptit öncüsü olarak davrandığı ve BF2‟ de ise sindirimden 

önce halihazırda var olan inhibitör peptitlerin gastrointestinal sistemde 

dayanıklılık gösterdiği Ģeklinde açıklanmıĢtır. 

 Yoğurdun ADE inhibisyonu aktivitesine iliĢkin yapılan bir 

çalıĢmada (Donkor et al., 2007). 28 günlük depolama sırasında 

aktivitenin %70‟ ten %90‟a çıktığı belirlenmiĢtir. Yoğurt kültürünün 

(Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus Lb1466 ve Streptococcus 
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thermophilus St1342) yanı sıra L. acidophilus L10, L. casei L26 ve 

Bifidobacterium lactis B94 içeren probiyotik yoğurdun IC50 değerinin 

normal yoğurdunkinden daha düĢük olduğu da gösterilmiĢtir. Bu durum 

birkaç farklı mikroorganizma çeĢidi içeren karıĢık kültürle üretilen 

fermente sütlerin tek bir suĢla fermente edilenden daha fazla çeĢitte 

fonksiyonel bileĢen içerdiği gerçeğine bağlanmıĢtır. Probiyotik yoğurdun 

depolanması sürecinde, en aktif peptitlerin birinci günde oluĢtuğu 

görülmüĢtür. Ancak IC50 değerinin 7. gündeki ani artıĢı, inhibitör 

peptitlerin daha fazla hidrolize olarak ADE inhibisyon kapasitesini 

düĢürdüğünü göstermiĢtir. 7. ve 21. gün arasında ise inaktif peptitlerin 

proteolitik modifikasyonu ya da kazeinden yeni peptitlerin salınmasıyla 

IC50 değeri tekrar azalmıĢtır. 28 günlük depolama sonrasında en fazla 

inhibisyon gösteren 8 fraksiyon RP-HPLC ile ayrılmıĢ ve IC50 

değerlerinin 1.56-12.41 µg/mL olduğu belirlenmiĢtir. Bu peptitler 

arasında VPP ve IPP‟nin de olduğu ve IC50 değerlerinin sırasıyla 2.61 ve 

3.77 µg/mL olduğu saptanmıĢtır. 

Koyun yoğurduyla yapılan bir baĢka çalıĢmada (Papadimitriou et 

al., 2007)   yoğurt [L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus 

(1:1) ile] ve probiyotik yoğurdun [L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. 

thermophilus ve L. paracasei subsp. paracasei (2:2:1)] ADE inhibisyonu 

aktiviteleri incelenmiĢtir. 26 günlük depolama süresince yoğurtların suda 

çözünür ekstraktlarının peptit profilleri RP-HPLC ile incelenmiĢ ve iki 

yoğurdun bu bakımdan benzerlik gösterdiği görülmüĢtür. Çoğunluğu β-

kazein kökenli 12 adet peptit tanımlanmıĢtır. Depolama süresince peptit 

konsantrasyonuyla doğru orantılı olarak % ADE inhibisyonu 

aktivitelerinin artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir. Ġki yoğurt arasında ADE 

inhibisyonu aktivitesi bakımından fark olmadığı görülmüĢtür. Bu duruma 

neden olarak her iki yoğurttaki peptit profillerinin benzer olması 

gösterilmiĢtir. Probiyotik yoğurdun suda çözünür ekstraktından elde 
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edilen en aktif peptidin β-KN f(114-121)‟ e karĢılık gelen sekansa sahip 

olduğu ve IC50 değerinin  0.37 mg/mL olduğu belirlenmiĢtir.  

Ünal (2008), kazeinat ve peynir suyu protein konsantresi ile 

zenginleĢtirilmiĢ yoğurtlarla yapmıĢ olduğu çalıĢmasında ADE 

inhibisyonu aktivitesi en yüksek yoğurdun %4 oranında peynir suyu 

protein konsantresi ilaveli yoğurt olduğunu belirtmiĢtir. Bu yoğurda ait 

IC50 değerinin 0.32 mg protein/mL olduğu saptanmıĢtır.  Bu yoğurdun 

önemli düzeyde yüksek L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayısı gösterdiği 

belirtilmiĢ ve proteolitik aktivite ile ADE inhibisyonu iliĢkisine dikkat 

çekilmiĢtir. 

Çizelge 2.5‟te, süt ve süt ürünlerinden elde edilmiĢ peptitler ve IC50 

değerleri görülmektedir. 

Çizelge 2.5. Bazı süt ürünlerinden elde edilmiĢ peptitler ve IC50 

değerleri 

Kaynak Peptit IC50 değeri Referans 

Peynir VPP-IPP 2.0-29.5 mg 

peynir/mL 

Butikofer et al.,2007 

Enterococcus faecalis ile 

fermente edilmiĢ süt 

- 34-59 µg protein/mL Muguerza et al., 

2006 

 

Enterococcus faecalis ile 

fermente edilmiĢ süt 

MA*<3000 Da 

β-KN f(133–138) 

β-KN f(58–76) 

28±2 µg/mL 

5.3 µM 

5.4 µM 

 

Quirόs et al., 2007 

Lactobacillus helveticus 

130B4 ile fermente 

edilmiĢ yağsız deve sütü 

Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-

Lys-Asn-Gln-Asp 

 

19.9 µM 

Shuangquan et al., 

2008 
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β-Lg tripsin hidrolizatı 

 

Peynir altı suyu tripsin 

hidrolizatı 

MA<3000 Da 

MA<1000 Da 

MA<3000 Da 

MA<1000 Da 

130.0 mg/L 

160.4 mg/L 

195.1 mg/L 

201.1 mg/L 

 

Mullally et al., 1997 

β-Lg Protease N Amano 

hidrolizatı 

β-Lg f(36-42) 8 µM Ortiz-Chao et al., 

2009 

Peynir altı suyu α-

kimotripsin hidrolizatı 

Peynir altı suyu alkalaz 

hidrolizatı 

 

- 

0.005 mg/mL 

 

0.68 mg/mL 

 

da Costa et al., 2007 

Kazeinomakropeptit 

termolizin hidrolizatı 

Peynir altı suyu izolatı 

termolizin hidrolizatı 

 

- 

477 µg/mL 

 

83 µg/mL 

 

Otte et al., 2007 

 

 

Yoğurt 

β-KN f(74–76)-IPP 

 

β-KN f(84–86)-VPP 

β-KN f(69–73)- Ser–

Leu–Pro–Gln–Asn 

3.77±0.26 µg/mL 

(11.6 µM) 

2.61±0.24 µg/mL  

(8.4 µM) 

5.29±0.55 µg/mL 

 

 

Donkor et al., 2007 

Probiyotik koyun 

yoğurdu 

β-KN f(114-121) 0.37 mg/mL Papadimitriou et al., 

2007 

%4 süt tozu ilaveli 

yoğurt 

%4 kazeinat ilaveli 

yoğurt 

%4 peynir suyu protein 

konsantresi ilaveli yoğurt 

 

 

 

- 

0.54±0.00 mg/mL 

 

0.60±0.21 mg/mL 

 

0.32±0.23 mg/mL  

 

 

Ünal, 2008 

* MA: molekül ağırlığı 
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2.3.1.10.2. Et ve et ürünleri ile su ürünleri kaynaklı ADE inhibitörü 

peptitler 

Tavuk göğüs etinin antihipertansif etkisinin incelendiği bir 

çalıĢmada (Saiga et al., 2003), Aspergillus’tan elde edilen proteazla 

hidrolize edilmiĢ olan tavuk ekstraktı ile beslenen SHS‟ların kan basıncı 

değerlerinde 2 saat sonra 45 mm Hg‟lık bir azalma gözlenmiĢtir. 

Hidrolize edilmemiĢ tavuk ekstraktıyla beslenen sıçanlarda ise 3 saat 

sonunda kan basıncında 50 mm Hg‟lık azalma belirlenmiĢtir. Hidrolize 

edilmiĢ ve edilmemiĢ ekstraktın IC50 değerlerinin sırasıyla 1.1 ve 1060 

mg olduğu saptanmıĢtır. Hidrolizden sonra ultrafiltrasyonla iki 

fraksiyona ayrılan hidrolizattan molekül ağırlığı 1000 Da‟ dan küçük 

olan fraksiyonun daha fazla inhibisyon gösterdiği belirtilmiĢtir. 

Theodore ve Kristinsson (2007) kedi balığının farklı hidroliz 

dereceleri ile elde edilen hidrolizatlarının ADE inhibisyon etkilerinin 

farklı olmadığını, ancak hidrolizatların önemli derecede inhibisyona 

neden olduğunu göstermiĢtir. %5 hidroliz derecesindeki hidrolizatın 

%90.6‟ lık inhibisyona, %15 ve %30 hidroliz derecesindeki 

hidrolizatların ise sırasıyla %70.0 ve 73.9‟luk inhibisyona yol açtığı, ve 

bu hidrolizatlardan elde edilen suda çözünür peptitlerinin inhibisyon 

değerlerinin ise sırasıyla %75.0, %77.0 ve %89.7 olduğu belirlenmiĢtir. 

Suda çözünür peptitlerin hidrolizattan daha fazla inhibisyon aktivitesi 

göstermesi de küçük molekül ağırlıklı peptitlerin daha etkin olduğu 

Ģeklinde yorumlanmıĢtır. 

Alaska morina balığı derisinden elde edilen jelatinin sırayla 

Alkalaz, Pronaz E ve Kollagenaz ile hidrolize edildiği bir çalıĢmada 0.9-

1.9 kDa molekül ağırlığına sahip peptitlerin ADE inhibisyonuna neden 
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olduğu gösterilmiĢtir. IC50 değerleri sırasıyla 2.6 ve 17.13 µM olan, Gly-

Pro-Leu ve  Gly-Pro-Met tripeptitleri izole edilmiĢtir (Byun ve Kim, 

2001). 

Ġstiridye proteininin pepsinle hidrolize edildiği bir çalıĢmada Val-

Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln-Arg-Phe sekansına sahip nonapeptit izole 

edilmiĢtir. Bu peptidin IC50 değerinin 66 µM olduğu belirlenmiĢtir. Aynı 

çalıĢmada bu peptidin ısıya ve pH‟ya karĢı dirençli olduğu da 

bulunmuĢtur. Ġstiridye protein hidrolizatının, SHS‟ larda SKB 

seviyesinde (hem kısa dönemli hem uzun dönemli çalıĢmalarda) 

azalmaya yol açtığı da gösterilmiĢtir (Wang et al., 2008). 

Sardalya balığından izole edilen Val-Tyr sekansına sahip peptidin 

ADE inhibisyonu etkisinin incelendiği çalıĢmada (Kawasaki et al., 2000) 

bu peptit 4 hafta boyunca oral olarak normal değerlerin biraz üzerinde 

kan basıncı değerlerine sahip ve çok yüksek kan basıncı değerlerine sahip 

hastalara verilmiĢ ve her iki grubun da kan basıncı değerlerinde önemli 

azalma gözlenmiĢtir. Ayrıca hastalarda, sentetik ADE inhibitörlerinin 

neden olduğu yan etkilerin gözlenmediği de bildirilmiĢtir. 

Domuz sarkoplazmik ve miyofibriler protein hidrolizatlarının IC50 

değerlerinin sırasıyla % 5.3 ve % 3.7 mg olduğu belirtilmiĢtir. 

Ultrafiltrasyonla 500 Da‟ dan büyük ve küçük olarak ayrılan 

fraksiyonların inhibisyon aktivitelerinin miyofibriler protein hidrolizatı 

için farklı olmadığı da bildirilmiĢtir.Bu peptitlerin kandaki proteazlara 

karĢı dayanıklı olduğu, 3 saatlik enzim uygulamasına karĢın aktivitenin 

%73.1‟ ini koruduğu da gösterilmiĢtir. Miyofibriler hidrolizatın 

intraperitonal olarak SHS‟ lara verilmesinin 2 saat sonra kan basıncı 

seviyesinde azalmaya yol açtığı da tespit edilmiĢtir (Saiga et al., 2002). 
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2.3.1.10.3. Tahıl ve baklagil kaynaklı ADE inhibitörü peptitler 

Tahılların ADE inhibisyonu aktivitesini ele alan çalıĢmalar 

arasında mısırın çokça incelendiği görülmektedir (Suh et al., 2003; Kim 

et al., 2004a; Kim et al., 2004b; Randhir et al., 2007).   

Mısır gluteninin farklı enzimlerle hidrolizinin incelendiği bir 

çalıĢmada (Suh et al., 2003), 4 saatlik hidroliz sonrasındaki IC50 

değerlerinin 8 saat sonraki değerlerden daha düĢük olduğu saptanmıĢtır. 

Ġncelenen enzimler arasında en yüksek ADE inhibisyonu aktivitesine yol 

açan enzimin bir endo- ve ekzo- peptidaz karıĢımı olan Flavourzyme 

(IC50=0,16 mg protein) olduğu belirlenmiĢtir. 

Mısır gluteninin Flavourzyme ile hidrolizinden sonra ultrafiltrasyon 

membranlarıyla fraksiyonlara ayrılmasının ADE inhibitörü peptit 

eldesinde veri artıĢına neden olduğu belirtilmiĢtir (Kim et al., 2004a). 

Hidrolizat ve ultrafiltrasyon fraksiyonları için elde edilen IC50 değerleri 

Çizelge 2.6‟da verilmiĢtir. 

Çizelge 2.6. Mısır gluteni fraksiyonlarının IC50 değerleri (Kim et 

al., 2004a). 

Fraksiyon                                                                                          IC50 (mg protein) 

Hidrolizat 

Ultrafiltrasyon fraksiyonları 

- 

< 5 kDa 

5-10 Da 

>10 kDa 

0.18 

0.05 

12.32 

207.33 
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del Castillo et al. (2007) glutenin ve gluten-glukoz model 

sisteminde elde edilen Maillard reaksiyon ürünlerinin ADE inhibisyon 

aktivitesini araĢtırmıĢlar ve 120 ile 150 ºC‟ de ısıl iĢlem uygulanan 

örneklerin IC50 değerlerinin sırasıyla 1.39 ve 1.56 mg/mL olduğunu 

belirlemiĢlerdir. Gluten-glukoz model sisteminde IC50 değerlerinin 

Maillard reaksiyonunun ilerlemesiyle arttığı saptanmıĢtır. 3000 Da‟ dan 

büyük olan fraksiyonun IC50 değerinin de yaklaĢık 2 kat daha yüksek 

olduğu bulunmuĢtur.  

Glutenin papain hidrolizatının tripsin ve kimotripsin 

hidrolizatından daha fazla ADE inhibisyonu aktivitesi gösterdiği Saiga et 

al.(2002) tarafından tespit edilmiĢtir. Bu enzimler için IC50 değerlerinin 

sırasıyla  3.9, 31.2 ve 41.8 mg/100g olduğu belirtilmiĢtir. Gluten 

hidrolizatlarının kan proteazları ile 37 ºC‟ de 3 saat inkübe edilmesi 

sonucunda aktivitesinin % 91.4‟ ünü koruduğu bulunmuĢtur. 

Sorgum tanelerinden ana depo proteini α-kafirinin izole edildiği bir 

çalıĢmada (Kamath et al., 2007), kimotripsin hidrolizatları Sephadex G-

25 kolonunda dört fraksiyona ayrılmıĢ ve bu fraksiyonların IC50 

değerlerinin 1.3 ile 24.3 µg/mL arasında olduğu belirlenmiĢtir. 

Mung fasulyesi ve pirincin Alkalaz ile hidrolizinden sonraki ADE 

inhibisyonu aktivitesinin  hidroliz öncesi değerlerine göre artıĢ gösterdiği 

belirlenmiĢtir. Mung fasulyesinin ADE inhibisyonu aktivitesi %2.49 dan 

%76.42 ye, pirincin ADE inhibisyonu aktivitesi ise %1.76 dan %93.27 ye 

çıkmıĢtır. Hidroliz sonrası elde edilen hidrolizatların IC50 değerlerinin 

sırasıyla mung fasulyesi ve pirinç için 0.621 ve 0.139 mg/mL olduğu 

saptanmıĢtır (Li et al., 2005).  

Nohut depo proteini leguminin Alkalaz ile hidrolizinden IC50 değeri 

0.18 mg/mL olan hidrolizat elde edilmiĢ ve bu hidrolizat da IC50 değerleri 
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0.011 ile 0.021 mg/ml arasında değiĢen 6 fraksiyona ayrılmıĢtır. Ġnhibitör 

etki gösteren bu 6 peptidin de metiyonin içerdiği ve diğer hidrofobik 

aminoasitlerce de zengin olduğu belirlenmiĢtir (Yust et al., 2003). 

Soya proteini hidrolizatının sıcaklık, pH gibi proses 

parametrelerine ve gastrointestinal proteazlara karĢı stabilitesinin 

incelendiği bir çalıĢmada (Wu and Ding, 2002), ADE inhibisyonu 

aktivitesi gösteren peptitlerin farklı sıcaklık ve pH değerlerine oldukça 

dirençli olduğu belirlenmiĢtir. Enzim uygulamasından önceki IC50 değeri 

0.065 mg/mL iken, pepsin ve pankreatin uygulamasından sonra sırasıyla 

0.066 ve 0.073 mg/mL olduğu saptanmıĢtır. ADE inhibisyonundan 

sorumlu, sekansı Asp-Leu-Pro ve Asp-Gly olan iki peptit izole edilmiĢtir. 

Vermeirssen et al. (2004), bezelyenin in vitro sindiriminin ADE 

inhibisyonunda artıĢa neden olduğunu göstermiĢtir. Sindirim öncesindeki 

IC50 değerinin 18 mg/mL olduğu, mide ve ince bağırsak sindiriminden 

sonra bu değerin sırasıyla 0.117 ve 0.076 mg/mL ye düĢtüğü 

belirtilmiĢtir. Bu çalıĢmayı takip eden çalıĢmada ise bezelyeden elde 

edilen hidrolizatın SHS‟ ların  kan basıncı değerlerinde 44.4 mmHg lık 

(%32 lik) bir azalmaya neden olduğu gösterilmiĢtir (Vermeirssen et al., 

2005). 

Çiğ ve kavrulmuĢ yer fıstığının enzimatik hidrolizinin ADE 

inhibisyonu aktivitesine etkisinin incelendiği bir çalıĢmada (Quist et al., 

2009), çiğ fıstığın hidrolizden sonra RP-HPLC ile ayrılan 

fraksiyonlarının kavrulmuĢ fıstığa ait fraksiyonlardan daha fazla ADE 

inhibisyonu aktivitesine yol açtığı tespit edilmiĢtir. Pepsin-pankreatin ile 

hidrolizinden sonra RP-HPLC ile elde edilen fraksiyonların çiğ ve 

kavrulmuĢ yer fıstığı için IC50 değerlerinin sırasıyla 7.9- 65.9 µg/mL 

arasında ve 11-36 µg/mL arasında değiĢtiği belirlenmiĢtir. 
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2.3.1.10.4. Diğer gıda kaynaklı ADE inhibitörü peptitler 

Yang et al. (2004), ıspanak yapraklarının pepsin ve 

pepsin/pankreatin hidrolizinin IC50 değeri sırasıyla 56 ve 120 µg/mL olan 

hidrolizatların elde edilmesiyle sonuçlandığını göstermiĢtir. Her iki 

hidrolizatın da SHS üzerinde antihipertansif etkiye sebep olduğu 

belirtilmiĢtir.  

Yenilebilir mantar Tricholoma giganteumdan ADE inhibitörü 

peptit eldesinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada sulu ekstraktın (30ºC de 3 saat 

ekstraksiyon) IC50 değerinin 0.31 mg olduğu belirlenmiĢtir. SaflaĢtırma 

basamaklarının ardından sekansı Gly-Glu-Pro ve IC50 değeri 0.04 mg 

olan bir tripeptit izole edilmiĢtir. Bu peptidin pepsin ve tripsin 

uygulamasından sonra aktivitesini sırasıyla %98.5 ve %89 oranında 

koruduğu bildirilmiĢtir. SHS üzerinde antihipertansif etkiye sahip olduğu 

ve kan basıncı değerini 193 mmHg dan 157 mmHg ya düĢürdüğü tespit 

edilmiĢtir. Aynı dozda kaptopiril uygulamasıyla kan basıncı değerinin 

190 mmHg dan 163 mmHg ya indiği belirtilmiĢtir (Lee et al., 2004). 

Brokolinin sulu ekstraktının %76.9 oranında ADE inhibisyonu 

gösterdiği Lee et al. (2006) tarafından belirtilmiĢtir. IC50 değeri 10.5 

µg/mL olan Tyr-Pro-Lys tripeptidi izole edilmiĢtir. 

Yumurta akının pepsinle hidrolizinin yüksek ADE inhibisyonu 

aktivitesine sebep olduğu Miguel et al. (2007) tarafından in vitro ve in 

vivo denemelerle belirlenmiĢtir. İn vitro gastrointestinal sindirim 

sonrasında aktivitede azalma olduğu saptanmıĢ olmasına rağmen, elde 

edilen IC50 değerlerinin yine de yüksek bir inhibisyon potansiyeline iĢaret 

ettiği belirtilmiĢtir. İn vitro sindirimi takiben yumurta akı hidrolizatının 

ve bunun ultrafiltrasyonla ayrılmıĢ olan 3000 Da‟ dan küçük 

fraksiyonunun IC50 değerlerinin sırasıyla 44.00±1.18 µg/mL den 
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67.98±2.08 µg/mL ye ve 20.48±0.75 µg/mL den 74.40±1.16 µg/mL ye 

değiĢtiği saptanmıĢtır. 3000 Da‟ dan küçük fraksiyonun SHS‟ lara oral 

yolla uygulanmasının SKB değerlerinde 2-4 saat içinde yaklaĢık 20 

mmHglık bir azalmaya yol açtığı belirtilmiĢtir. 

Yapılan çalıĢmalarda ayrıca yumuĢak kabuklu kaplumbağa (Chiu et 

al., 2006), yenilebilir böcek (Vercruysse et al., 2005; 2008) ve patatesin 

(Pihlanto et al., 2008) enzimatik hidrolizi ile elde edilen hidrolizatlarının 

yüksek ADE inhibisyonuna neden olduğu saptanmıĢtır. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Hammadde 

ÇalıĢmada materyal olarak Ġzmir‟deki bir süpermarketten sağlanan 

3 farklı markaya ait kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.) , kuru barbunya 

(Phaseolus vulgaris L.)  ve yeĢil mercimek (Lens culinaris) kendi içinde 

paçallanarak kullanılmıĢtır. 

3.1.2. Kimyasal Malzemeler 

Proteinleri çöktürmede kullanılan amonyum sülfat, mikrobiyal 

geliĢimin izlendiği besiyeri Plate Count Agar (PCA) ve etil asetat Merck, 

Darmstadt, Almanya‟ dan satın alınmıĢtır. Proteinlerin enzimatik 

hidrolizinde kullanılan ticari bir proteaz karıĢım olan Pronase E (Fluka- 

81748); Tris-HCl tamponunun hazırlanmasında kullanılan Trizma 

Hydrochloride (T3253) ve Tris (Cat.: 25,285-9); in vitro sindirimde 

kullanılan pepsin (P7000), PIPES [piperazin-NN‟-bis(2-ethan-sulfonik 

asit)] disodyum tuzu (P3768), pankreatin (P1750), safra ekstraktı 

(B8631); ADE (Angiotensin converting enzyme from rabbit lung, 

A6778); N-Hippuryl-His-Leu hydrate (H1635); hemoglobin (H2625); 

fosfat tamponunun hazırlanmasında kullanılan phosphate buffered saline 

(P4417); Coomassie blue G (B0770) Sigma-Aldrich firmasından, 

sodyum borat tamponu (82633) ve sodyum klorür (71378) Fluka‟ dan, % 

85 lik fosforik asit Riedel de Haën firmasından, etanol ise Carlo Erba 

Reagents‟ dan alınmıĢtır. İn vitro sindirim analizinde ve diyalizde 

kullanılan Spectra/Por Dialysis Membrane MWCO:6-8000, Spectrum 

Laboratories, Inc., Rancho Dominguez, USA‟ dan, proteinlerin enzimatik 

hidrolizinden sonra ultrafiltrasyonla fraksiyonlara ayrılması için 
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kullanılan Vivaspin 6 model MWCO 3000 ve MWCO 5000 

ultrafiltrasyon membranları Sartorius Stedim Biotech GmbH‟ den 

alınmıĢtır. Analizlerde kullanılan deiyonize su Ege Üniversitesi 

ARGEFAR‟ dan tedarik edilmiĢtir. Diğer tüm kimyasal malzemeler 

analitik saflıkta temin edilmiĢtir. 

3.2. Metot 

3.2.1. Kullanılan Cihazlar 

Kjeldahl Cihazı: Ham örneklerin protein tayinleri Gerhardt 

Kjeldatherm marka ön yakma ünitesi ve Gerhardt Vapodest 20 marka 

destilasyon ünitesinden oluĢan düzenek kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Laboratuvar Değirmeni: Örneklerin öğütülmesi için Brook 

Crompton Series 2000 laboratuvar değirmeni kullanılmıĢtır. 

pH-metre: Tampon çözeltilerin hazırlanmasında, protein 

ekstraktlarının hazırlanması ve uygun analiz ortamının sağlanması için 

gerekli olan pH  ayarlama iĢlemlerinde Sartorius PB-11 pH-metre 

kullanılmıĢtır. 

Manyetik KarıĢtırıcı: Çözeltilerin hazırlanması, homojen karıĢtırma 

sağlanması ve diyaliz iĢleminin gerçekleĢtirilmesi sırasında Stuart heat-

stir CC162 manyetik karıĢtırıcıdan yararlanılmıĢtır. 

Santrifüj Cihazı: Protein ekstraktı eldesinde, enzimatik hidroliz 

sonrası hidrolizatın ultrafiltrasyonla farksiyonlara ayrılması iĢleminde ve 

faz ayrımının gerekli olduğu tüm iĢlem basamaklarında soğutmalı 

santrifüj cihazı Thermo Scientific IEC CL31R Multispeed Centrifuge 

kullanılmıĢtır.  
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Hassas Terazi: Tüm tartım iĢlemlerinde Denver Instrument, SI-234 

terazi kullanılmıĢtır. 

Tüp KarıĢtırıcı: ADE inhibisyonu aktivitesi analizinde etil asetatla 

ekstraksiyon aĢamasında gerekli olan kuvvetli karıĢtırma iĢlemi Nüve 

NM110 tüp karıĢtırıcı kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Su Banyosu: ADE inhibisyonu aktivitesi analizinin uygun 

sıcaklıkta gerçekleĢtirilmesinde ve in vitro sindirim analizinde gerekli 

olan çalkalamalı inkübasyonun sağlanmasında Clifton 6F3A marka 

çalkalamalı su banyosundan yararlanılmıĢtır. 

Ġnkübatör: Enzimatik hidroliz Dedeoğlu marka inkübatörde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Otoklav: Hammaddelere ısıl iĢlem uygulanması amacıyla Hirayama 

Autoclave, HA-300M (Hirayama Manufacturing Corporation, Tokyo, 

Japan) kullanılmıĢtır. 

Spektrofotometre: ADE inhibisyonu aktivitesi analizinde protein 

tayininde gerekli spektrofotometrik ölçümler Varian Cary 50, UV-

Visible Spectrophotometer ile yapılmıĢtır. 

Derin Dondurucu: -20ºC‟ de saklanması gereken enzim ve 

substratların ve hemen analize alınmayacak örneklerin depolanmasında 

Sanyo Medical Freezer kullanılmıĢtır. 

El Blendırı: PiĢmiĢ örneklerin homojenize edilmesinde Arçelik El 

Blendırı K-1253 kullanılmıĢtır. 
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Buzdolabı: Uzun süre depolanmayacak örneklerin +4ºC‟ de 

saklanması için ve diyaliz iĢleminin +4ºC‟ de gerçekleĢtirilmesi için 

Arçelik marka buzdolabı kullanılmıĢtır.  

3.2.2. Analizler 

Tüm denemeler 3 tekrar, 2 paralel olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.2.2.1. Hammadde Protein Ġçeriklerinin Belirlenmesi:  

Hammadde protein içerikleri Kjeldahl Metoduyla belirlenmiĢtir 

(AOAC, 1990).  

0.001 g hassasiyetle 1‟ er g örnek Kjeldahl tüplerine tartılmıĢ ve 

üzerlerine yaklaĢık 1.5 spatül katalizör (1 kg susuz Na2SO4, 30 g 

Cu2SO4.5H2O, 15 g saf selenyum bileĢiminde) eklenerek 14 mL deriĢik 

H2SO4 ilave edilmiĢtir. Yakma ünitesinde 480 ºC‟ de 2.5 saat süresince 

(berrak yeĢil renk oluĢana dek) yakılmıĢtır. 

Tüplerdeki örnekler üzerine 50 mL saf su eklenmiĢ ve destilasyon 

ünitesindeki yerine yerleĢtirilmiĢtir. 50 ml % 40‟lık NaOH, alkali 

pompası ile tüp içine pompalandıktan sonra buhar açılıp 6 dakika 

süresince oluĢan destilat (yeĢil renkli) 25 ml borik asit içerisinde 

toplanmıĢtır. 

Destilat, faktörü bilinen 0.1 N HCl çözeltisi ile yeĢil renk açık 

pembeye dönene dek titre edilmiĢtir.  

Protein miktarları aĢağıdaki formüle göre hesaplanmıĢtır: 
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(S-Skör) x F x 0.0014 x 6.25 

               % Protein =                                                   x 100 

Örnek miktarı (g) 

 

F: HCl çözeltisinin faktörü 

S: titrasyonda harcanan asit hacmi (mL) 

Skör= deiĢik sülfirik aside ait düzeltme faktörü 

  

3.2.2.2. Ham Protein Ekstraktı Eldesi: 

Kuru baklagil örnekleri öncelikle laboratuvar değirmeninde 60-

mesh boyutunda öğütülmüĢtür. ÖğütülmüĢ örnek 9 hacim deiyonize 

suyla homojenize edilmiĢ ve 1 M NaOH ile pH 11‟e ayarlanarak 

proteinler çözünür forma getirilmiĢtir. 10000xg 20 dak (4 ºC) santrifüj 

iĢlemiyle çözünmeyen katı partiküller ayrılmıĢtır. 

Proteinleri çöktürmek için uygulanabilecek yöntemler arasından 

hangi yöntemin kullanılacağına yapılan ön denemeler sonucunda karar 

verilmiĢtir. Bunun için izoelektrik çöktürme, nötral tuzlarla çöktürme ve 

her iki yöntemin bir arada uygulanması denenmiĢtir.  

Ġzoelektrik Çöktürme: Protein molekülünün yüzeyi hem pozitif 

hem negatif yüklerle kaplıdır. Her proteinin kendisine özgü olan 

izoelektrik noktasının (pI) üzerindeki pH değerlerinde, yüzey baskın 

olarak negatif yükle yüklüdür ve negatif yüklü gruplar birbirini iterler. 
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pI‟ nın altındaki pH değerlerinde ise yüzey pozitif yüklenir ve yine yüklü 

gruplar birbirini iterler. pI civarında negatif ve pozitif yükler birbirine 

eĢittir ve zıt yükler birbirini çeker. Bu noktada moleküllerin birbirine 

uyguladığı elektrostatik çekim sonucunda presipitat oluĢur (Harris and 

Angal, 1995). Öncelikle supernatantın pH‟sı, örneğin izoelektrik 

noktasına (Çizelge 3.1) 1 M HCl kullanılarak ayarlanmıĢtır. Bu iĢlem 

sırasında manyetik karıĢtırıcı ile devamlı hafif Ģiddette bir karıĢtırma 

sağlanmıĢtır. Daha sonra karıĢım 10000xg 20 dak (4 ºC) santrifüj 

edilerek supernatant ve pelet ayrılmıĢ ve pelet 50 mM fosfat tamponunda 

(pH=7.0) çözülmüĢtür. 

Çizelge 3.1. Kuru baklagil örneklerinin izoelektrik noktaları (Makri 

and Doxastakis, 2007; Hoch et al, 1999). 

Kuru fasulye Kuru barbunya YeĢil mercimek 

pI= 4.5 pI=4.5 pI=4.8 

 

Ġyonik Ģiddeti arttırarak çöktürme (Nötral tuzlarla çöktürme): Bu 

yöntem proteinin yüzey hidrofobisitesine bağlıdır. Hidrofobik gruplar 

baskın olarak protein molekülünün iç yüzeyinde yerleĢmiĢtir; fakat bir 

kısmı yüzeyde gruplar halinde yer alır. Sisteme tuz eklendiğinde su 

molekülleri tuz iyonlarını çözer ve su molekülleri protein 

moleküllerinden uzaklaĢır. Böylece hidrofobik bölgeler açığa çıkar. Bir 

moleküldeki hidrofobik bölge diğer moleküldeki hidrofobik bölge ile 

etkileĢime girer ve agregasyon oluĢur. En yaygın kullanılan tuz 

amonyum sülfattır. Amonyum sülfatın hangi konsantrasyonda 

kullanılacağı proteinin özelliklerine bağlıdır. Ġstenen doygunluğa 

ulaĢmak için çözeltiye eklenmesi gereken amonyum sülfat miktarı ilgili 

tablolardan (Ek 1) yararlanarak bulunabilir. Kurubaklagiller için 

genellikle kullanılan %80-90 doygunluk değeridir (Arcan ve 



42 

 

Yemenicioğlu,2007). Supernatantın hacmi ölçülerek %90 amonyum 

sülfat doygunluğu için gereken miktar tablodan saptanmıĢtır. 

Supernatantı içeren beher, buzlu su dolu bir kaba konmuĢ ve kap 

manyetik karıĢtırıcı üzerine yerleĢtirilmiĢtir.  Amonyum sülfat yavaĢ 

yavaĢ karıĢıma eklenmiĢtir. 1 saat boyunca 4 ºC‟ de karıĢtırılmıĢtır. 

KarıĢım 10000xg  20 dak (4 ºC) santrifüjlenmiĢ ve elde edilen pelet 50 

mM fosfat tamponunda (pH=7.0) çözülmüĢtür (Roe, 2001). 

Ġzoelektrik çöktürme ve iyonik Ģiddeti arttırarak çöktürme 

yöntemlerinin birlikte uygulanması: Ġki çöktürme yöntemi farklı noktaya 

dayandığı için bu iki yöntem kombine edilerek verim arttırılabilmektedir 

(Harris and Angal, 1995). Bu nedenle çöktürme aĢamasında iki yöntemin 

beraber uygulanması denenmiĢtir. Öncelikle supernatantın pH‟ sı örneğin 

izoelektrik noktasına ayarlanmıĢ ve karıĢımı %90 doygunluğa getirecek 

miktarda amonyum sülfat eklenmiĢtir. 4 ºC‟ de 1 saat boyunca 

karıĢtırmaya devam edilmiĢtir. Süre sonunda karıĢım 10000xg 20 dak (4 

ºC) santrifüjlenmiĢ ve elde edilen pelet 50 mM fosfat tamponunda 

(pH=7.0) çözülmüĢtür.  

ÇözündürülmüĢ peletten tuzun uzaklaĢtırılması (Desalting): 

Amonyum sülfat ile çöktürülmüĢ pelet daha sonra tampon çözeltide 

tekrar çözündürüldüğü zaman amonyum sülfat kalıntısı içerir. Bu kalıntı 

protein tayini gibi daha ileriki basamaklarda problem yaratacağı için 

ortamdan uzaklaĢtırılması gerekmektedir. Bunun için en çok kullanılan 

yöntem diyalizdir. Protein çözeltisi, belli büyüklükte moleküllerin 

geçiĢine izin veren yarı geçirgen bir membran içine yerleĢtirilir. 

Membran uygun bir tampon çözelti ya da saf su içine konarak, membran 

içindeki küçük moleküllerin osmotik basınç farkından dolayı diyaliz 

ortamına geçmesi sağlanır. Membranın geçiĢine izin vermediği daha 

büyük moleküller ise membran içinde kalır. Membranın gözenek 
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büyüklüğü hangi molekül ağırlığına sahip molekülleri geçireceğini 

belirler ve NMWC (nominal molecular weight cutoff) ya da MWCO 

(molecular weight cut off)  ile gösterilir (Harris and Angal, 1995). Bu 

çalıĢmada amonyum sülfatın uzaklaĢtırılması için çözelti MWCO 8000 

membran içine doldurulmuĢ ve membran saf su dolu beher içine 

yerleĢtirilmiĢtir. Beher manyetik karıĢtırıcı üzerine konmuĢ ve düzenek 

buzdolabına yerleĢtirilmiĢtir. 4 ºC‟ de 24 saat diyaliz edilmiĢtir. Elde 

edilen diyalizat hemen analize alınmayacaksa -40 ºC‟ de saklanmıĢtır. 

Üç çöktürme yönteminden elde edilen protein ekstraktında protein 

tayini yapılmıĢ ve en fazla proteinin kombine yöntemde elde edildiği 

belirlendiği için, çalıĢma boyunca protein ekstraktı eldesi kombine 

yöntem uygulanarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

2.2.2.3. Proteinlerin Enzimatik Hidrolizi:  

Proteinlerin enzimatik hidrolizi del Castillo et al. (2007) tarafından 

önerilen yönteme göre gerçekleĢtirilmiĢtir. 1 g örnek üzerine 7 ml  20 

mM Tris-HCl tamponu (0,75 U/mL Pronase E içeren pH=8.0) 

eklenmiĢtir. Ayrıca mikrobiyal geliĢimin önlenmesi için % 0,05 oranında 

potasyum sorbat ilave edilmiĢtir. KarıĢım kuvvetlice çalkalandıktan sonra 

37 ˚C‟ de 40 s. inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda reaksiyonun 

bitirilmesi için tüpler buzlu su banyosuna daldırılmıĢtır. Tüpler daha 

sonra 10000xg 10 dak santrifüjlenmiĢtir. Elde edilen supernatant protein 

hidrolizatı olarak kodlanmıĢtır. 

3.2.2.4. Enzimatik Hidroliz Sırasında Mikrobiyal GeliĢimin 

Ġzlenmesi:  

ÇalıĢılan hammaddelerin belli bir baĢlangıç mikrobiyal yükü 

vardır. Enzimatik hidroliz sırasında bu yükün artmaması ve mikrobiyal 
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geliĢimin olmaması istenmektedir.  Proteinlerin enzimatik hidrolizi 

sırasında mikrobiyal geliĢim olması, proteolitik aktiviteye yol açacağı 

için istenmeyen yeni peptitlerin oluĢumuna neden olabilecektir. 

Ġnkübasyon sırasında mikrobiyal kontaminasyon olup olmadığı, dökme 

plak yöntemiyle PCA kullanılarak izlenmiĢtir. Bunun için inkübasyonun 

baĢlangıç anında ve 24 saat sonra ekim yapılmıĢtır (ġekil 3.1).  

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.1. Enzimatik hidroliz sırasındaki ekim sonuçları                                       

A: enzimatik hidroliz öncesindeki ekim sonuçları, B: enzimatik hidrolizin 24. saatindeki 

ekim sonuçları; 1: Barbunyaya ait sonuçlar, 2: Fasulyeye ait sonuçlar, 3: Mercimeğe ait 

sonuçlar. 

ġekil 3.1‟ den görüldüğü gibi, potasyum sorbat ilavesiyle, 

mikrobiyal üreme baskılanmıĢ ve mikrobiyal üremeye bağlı 

gerçekleĢebilecek peptit oluĢumu engellenmiĢtir. 

A 

B 

1 2 3 
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3.2.2.5. Protein Hidrolizatlarının Fraksiyonlara Ayrılması:  

Enzimatik hidrolizden elde edilen protein hidrolizatı 3000 MWCO 

membran kullanılarak 4ºC‟ de 7500xg 90 dak santrifüj edilmiĢ ve 

molekül ağırlığı 3000 Da‟ dan küçük ve büyük olmak üzere 2 fraksiyon 

elde edilmiĢtir. Retentat 5000 MWCO membran kullanılarak  4ºC‟ de 

7500xg 20 dak santrifüjlenmiĢ ve filtratta molekül ağırlığı 3000 ile 5000 

Da arası olan ve retentatta molekül ağırlığı 5000 Da‟ dan büyük olan 

fraksiyonlar elde edilmiĢtir. Fraksiyonlar hemen analize alınmayacaksa   

-40ºC‟ de saklanmıĢtır. 

3.2.2.6. Isıl ĠĢlem Uygulaması: 

Bütün haldeki kuru baklagil taneleri 1:3 (w/v) oranında distile 

suyla birlikte 15 dak, 30 dak ve 50 dak boyunca 121.1 ºC‟ de 

otoklavlanmıĢtır. 

3.2.2.7. Isıl ĠĢlem UygulanmıĢ Kuru Baklagillerden Protein 

Ekstraktı Eldesi: 

Isıl iĢlem uygulanmıĢ örnekler el blendırı yardımıyla homojenize 

edilmiĢtir. Bu homojenattan proteinlerin ekstrakte edilmesinde ham 

örneklerde kullanılan ve daha önce bahsedilen kombine yöntem 

prosedürü izlenmiĢtir. Bu prosedür ġekil 3.2‟ de özetlenmiĢtir. 
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PiĢmiĢ örneğe ait 20 g homojenat 

80 mL saf su ekleme ve karıĢtırma 

1 M NaOH ile pH=11‟ e ayarlama 

10000xg 20 dak (4ºC) santrifüj  

Supernatantın pH‟ sının 1 M HCl ile örneğin pI‟ na ayarlanması 

(NH4)2SO4 ile %90 doygunluğa getirme 

1 saat karıĢtırma (4ºC) 

10000xg 20 dak (4ºC) santrifüj  

Peletin 50 mM fosfat tamponunda (pH=7.0) çözülmesi 

24 saat diyaliz (4ºC)  

ġekil 3.2. Isıl iĢlem uygulanmıĢ örneklerden protein ekstraktı elde 

etme yöntemi 

Diyaliz sonrası bulanıklık oluĢmuĢsa 10000xg 10 dak (4ºC) 

santrifüj edilerek çözünmeyen kısımlar (denatüre protein vb.) 

uzaklaĢtırılmıĢtır. 

3.2.2.8. in vitro Sindirim: 

Ġnsandaki sindirim prosesinin modellenmesi için Gil-Izquierdo et 

al. (2002)‟ un yöntemi modifiye edilerek uygulanmıĢtır. Isıl iĢlem 

uygulanmıĢ örneklere ait homojenattan 10 g alınarak 20 mL saf su ilave 
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edilmiĢ ve 1 M HCl kullanılarak karıĢımın pH sı 2‟ye ayarlanmıĢtır. 1 

mL pepsin çözeltisi (4 g pepsin/100 mL 0.1 N HCl) eklenmiĢ ve 

çalkalamalı su banyosunda (200 rpm) 37ºC‟ de 2 saat inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyondan sonra reaksiyonun sonlandırılması için 5 mL 1 M NaOH 

eklenmiĢtir. KarıĢım santrifüj edilerek partiküllerden arındırılmıĢ ve daha 

sonra 5000 MWCO membran kullanılarak sindirim enzimlerinin 

ortamdan uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. Mide diyalizatını oluĢturan filtrat 

ayrılmıĢtır. 

Bağırsak diyalizatının elde edilmesi için mide sindirimi aynen 

uygulanmıĢ ve 37ºC‟ deki inkübasyondan sonra ortama 20 mL (0.15 N) 

PIPES tamponu içeren diyaliz torbası yerleĢtirilmiĢtir. Ġnkübasyona 

yarım saat daha devam edilmiĢ, süre sonunda 5 mL pankreatin/safra 

karıĢımı (0.5 g pankreatin+3 g safra ekstraktı/250 mL 1 N NaHCO3) 

eklenmiĢtir. 37ºC‟ de 2 saat daha inkübe edildikten sonrasında 

reaksiyonun sonlandırılması için tüpler kaynar su banyosunda 10 dak 

bekletilmiĢtir. Oda sıcaklığına soğutulduktan sonra diyaliz torbaları 

çıkarılmıĢ ve saf suyla yıkanmıĢtır. Diyalizat, sindirim enzimlerinin 

uzaklaĢtırılması için 5000 MWCO membrandan geçirilmiĢtir. 

Hemen analize alınmayacak olan mide ve ince bağırsak 

diyalizatları -40ºC‟ de saklanmıĢtır. 

3.2.2.9. ADE Ġnhibisyonu Aktivitesinin Belirlenmesi: 

Örneklerin ADE inhibisyonu aktivitesi Theodore and Kristinsson 

(2007)  ve   del Castillo et al. (2007) tarafından önerilen yöntem ufak bir 

modifikasyonla  uygulanmıĢtır.  
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ADE reaktifi: 25 mU/mL konsantrasyonunda ADE çözeltisi 

hazırlanmıĢtır. 

Substrat: 5mM Hip-His-Leu ve 0,3M NaCl, 50 mM sodyumborat 

içinde çözülüp 1 M NaOH ile pH‟ sı 8,3‟ e getirilerek hazırlanmıĢtır. 

Analiz dörtlü deney tüpü düzeneğine göre gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. tüp: 100 µL ADE +  40 µL deiyonize su 

2. tüp: 140 µL deiyonize su 

3. tüp: 100 µL ADE + 40 µL izolat  

4. tüp: 40 µL izolat + 100 µL deiyonize su 

Hazırlanan deney tüpleri 37 ˚C‟ de 5 dak. inkübe edildikten sonra 

üzerlerine 100 µL substrat çözeltisi eklenmiĢtir. Aynı sıcaklıkta 30 dak 

daha inkübasyona devam edilmiĢtir. Süre sonunda reaksiyonun 

sonlandırılması için 150 µL 1 M HCl deney tüplerine eklenmiĢtir. 

Tüplere 1000 µL etil asetat ilave edilmiĢ ve tüpler vortexlenmiĢtir. 

Tüp içerikleri 1500xg 15 dak  santrifüj edilmiĢtir. Santrifüjden sonra 

supernatantlardan 750 µL alınarak temiz cam beherlere konmuĢtur. 

Beherler kaynar su banyosuna yerleĢtirilmiĢ ve etil asetat uçurulmuĢtur 

(yaklaĢık 15 dak). Etil asetatın uzaklaĢtırılmasından sonra tüplerde kalan 

katı Hipurik asit 2 mL deiyonize suyla çözülmüĢ ve 228 nm‟ de 

absorbansı ölçülmüĢtür. % ADE inhibisyonu aĢağıdaki formüle göre 

hesaplanmıĢtır: 

ADE Ġnhibisyonu (%) = 100 – {100 x (C – D) / (A – B)} 
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A = ADE + deiyonize suyun absorbansı 

B = deiyonize suyun absorbansı 

C = ADE + izolatın absorbansı 

D = deiyonize su + izolatın absorbansı 

Ġnhibisyon aktivitesi %50‟ den fazla bulunan örneklerde uygun 

dilüsyonlar hazırlanarak farklı protein konsantrasyonlarında inhibisyon 

aktivitesi ölçülmüĢtür. GraphPad Prism Version 5.01 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA) paket programı ile örneklere ait IC50 

değerleri hesaplanmıĢtır. Hesaplamanın temeli doz-inhibisyon eğrisi 

oluĢturularak ADE‟in aktivitesini %50 oranında azaltmak için gerekli 

olan örnek konsantrasyonunun belirlenmesine dayanmaktadır. Örnek 

konsantrasyonunun logaritma değerine karĢılık % ADE inhibisyonu 

grafiğe yerleĢtirilir. AĢağıdaki 4 parametreli denklemin çözümlenmesi ile 

IC50 değeri hesaplanır. Ek 2‟ de IC50 değerinin hesaplanmasına ait bir 

örnek verilmiĢtir. 

mak – min 

                      y= min + 

1+10
(x-log IC50)

 

y= % ADE inhibisyonu aktivitesi 

x= örnek konsantrasyonunun logaritması 

mak= inhibisyon aktivitesinin %100 olduğu doğrusal seviye 

min= inhibisyon aktivitesinin sıfır olduğu plato 
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Burada dikkat edilmesi gereken nokta, denklemde yer alan IC50 

değerinin, enzimin aktivitesini %50 oranında azaltmak için gerekli olan 

değerle birebir örtüĢmeyebileceği gerçeğidir. Buradaki IC50 değeri, mak 

ve min değerlerinin tam orta noktasına karĢılık gelen bir yerdedir. Bu 

nedenle ADE inhibisyon kapasitesinin bir ifadesi olan IC50 değerinin 

belirlenmesinde, y= 50 için denklem çözümlenmiĢtir. Dört farklı 

konsantrasyon için, 3 tekrar deneme için elde edilen verilerle grafik 

çizdirilerek örneklerin IC50 değerleri belirlenmiĢtir. Ek 3‟ te IC50 

değerlerinin belirlenmesi için çizilen doz-inhibisyon eğrilerine ait örnek 

görülmektedir.  

3.2.2.10. Örneklerin Protein Ġçeriklerinin Belirlenmesi: 

UV Bölgede Absorbans Ölçümü: Hidrolizat fraksiyonlarının ve in 

vitro sindirim sonucunda elde edilen diyalizatların protein içeriklerinin 

belirlenmesinde UV bölgede absorbansların ölçülmesi prensibine dayalı 

spektrofotometrik yöntem kullanılmıĢtır (Haris and Angal, 1995). Bu 

yöntem çoğu proteinin, tirozinin fenolik grubu ve triptofanın indol 

grubuna bağlı olarak 280 nm‟ de maksimum absorbans vermesine 

dayanmaktadır. Protein çözeltisinin absorbansı 280 nm‟ de ve 260 nm‟ de 

ölçülmüĢ ve aĢağıdaki denklemden yararlanılarak protein miktarı 

belirlenmiĢtir.   

Protein (mg/mL)= (1.55 x A280) – (0.76 x A260) 

Bradford Yöntemi: Isıl iĢlem uygulanmıĢ örneklerin ve ham protein 

ekstraktlarının protein miktarları Bradford yöntemi ile saptanmıĢtır 

(Harris and Angal, 1995). 
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Yöntem, uygun koĢullarda proteinlerin asidik ve bazik gruplarının 

organik boyaların dissosiye gruplarıyla renkli presipitat oluĢturması 

esasına dayanmaktadır. Boyanın bağlanması, maksimum absorbans 

verdiği noktanın 465 nm‟ den 595 nm‟ ye kaymasına yol açar ve bu dalga 

boyunda boya ile protein kompleksinin oluĢturduğu mavi rengin 

absorbansı ölçülür. Yöntem, Harris and Angal (1995)‟ in önerdiği Ģekilde 

ancak bazı modifikasyonlar gerçekleĢtirilerek uygulanmıĢtır. 100 µL 

örnek üzerine 2 mL Bradford reaktifi eklenmiĢ ve 10 dak. oda 

sıcaklığında inkübasyondan sonra deiyonize suyla hazırlanmıĢ köre karĢı 

595 nm‟ de absorbansı ölçülmüĢtür. Farklı konsantrasyonlarda 

hazırlanmıĢ hemoglobin standardıyla çizilen kalibrasyon grafiğinden 

yararlanarak örnekteki protein miktarı belirlenmiĢtir. ġekil 3.3‟ te 

kalibrasyon grafiği verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.3. Bradford reaktifine ait kalibrasyon grafiği. 
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Bradford reaktifinin hazırlanması: 20 mg Coomassie blue G-250 

tartılarak temiz bir balon jojeye aktarılmıĢtır. 10 mL %95‟ lik etanol ve 

20 mL %85‟ lik fosforik asit karıĢtırılıp boyanın üzerine eklenmiĢ ve 

hacim 200 mL‟ ye saf suyla tamamlanmıĢtır. Manyetik karıĢtırıcı 

kullanılarak çözünme gerçekleĢtirilmiĢtir. 2 kez filtre edildikten sonra 

koyu renkli ĢiĢeye alınarak kullanılıncaya kadar 4ºC‟ de saklanmıĢtır. 

3.2.2.11. Ġstatistiksel Analiz: 

Kurubaklagillerin protein miktarları arasında, örneklerin ısıl iĢlem, 

in vitro sindirim ve enzimatik hidrolizi takiben saptanan ADE inhibisyon 

kapasiteleri arasında ve ısıl iĢlem, in vitro sindirim ve enzimatik hidroliz 

sonrasında belirlenen IC50 değerleri arasında fark olup olmadığı varyans 

analizi (ANOVA) ile saptanmıĢ ve farklılık SPSS for Windows (Version 

10.0) paket programı kullanılarak % 95 güven aralığında Tukey testi ile 

değerlendirilmiĢtir. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1. Kuru Baklagillerin Protein İçerikleri 

Kuru fasulye, barbunya ve mercimeğin protein içerikleri Çizelge 

4.1‟ de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.1. Kuru baklagillerin protein içerikleri. 

Kuru baklagiller Protein (g/100 g)
* 

Kuru fasulye 21,03 ± 0,95
a 

Kuru barbunya 21,07 ± 0,1
a 

YeĢil Mercimek 25,07 ± 0,12
b 

*Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir. 

Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade 

etmektedir (p<0.05).  

YeĢil mercimeğin protein içeriğinin kuru fasulye ve barbunyadan 

daha yüksek olduğu saptanmıĢtır (p<0,05).  

de Almeida Costa et al. (2006), bezelye, nohut, fasulye ve 

mercimekle yapmıĢ olduğu çalıĢmada bu gıdaların protein içeriklerinin 

18.5 ile 21.9 g/100 g arasında değiĢtiğini saptamıĢtır. Çiğ fasulye ve çiğ 
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mercimeğin 20.9 ve 20.6 g/100 g protein içerdiği belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızın sonuçları fasulye için bu bilgilerle uyuĢmaktadır; ancak 

mercimek için bulduğumuz değer farklıdır. Bu farklılığın sebebi türler 

arasındaki olası varyasyon olabilir. Bahsedilen çalıĢmada kullanılan 

fasulyenin Phaseolus vulgaris L. cv. IAC carioca Ete´ ve mercimeğin 

Lens culinaris Med.cv. Silvina olduğu belirtilmektedir. ÇalıĢmamızda 

kullandığımız materyal ise Phaseolus vulgaris L. cv. Dermason ve Lens 

culinaris Med. cv. Sultani‟ dir.  

4.2. Protein Ekstraktı Eldesi 

Çiğ örneklerden ve ısıl iĢlem görmüĢ örneklerden protein ekstraktı 

elde edilmesinde hangi yöntemin kullanılmasının daha uygun olduğuna 

karar verilmesi için izoelektrik çöktürme, amonyum sülfat ile çöktürme 

ve iki yöntemin bir arada uygulanması denenmiĢtir. Çizelge 4.2‟ de 30 

dakika ısıl iĢlem uygulanmıĢ barbunyadan üç farklı yöntemle elde edilen 

ekstraktların protein miktarları verilmiĢtir. 

Çizelge 4.2. 30 dakika ısıl iĢlem uygulanmıĢ barbunyadan farklı 

çöktürme yöntemleriyle elde edilen ekstraktların protein içerikleri  

Çöktürme yöntemi Protein (mg/mL) 

Ġzoelektrik (pI) çöktürme 0,1463 

(NH4)2SO4 ile çöktürme  0,1598 

Ġzoelektrik çöktürme + (NH4)2SO4 ile çöktürme 0,1752 
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Kuru baklagillerden protein ekstraktı ya da protein izolatının elde 

edildiği çalıĢmalar incelendiğinde genellikle izoelektrik çöktürme 

kullanıldığı görülmektedir (Adebowale and Lawal, 2003; Adebowale et 

al., 2007;  Mwasaru et al., 1999; Pedroche et al., 2002; Tang, 2008). 

Ancak amonyum sülfat ile çöktürmenin uygulandığı çalıĢmalar da vardır 

(Arcan ve Yemenicioğlu, 2007). Ayrıca kimi durumlarda sadece tek bir 

çöktürme yöntemindense farklı yöntemlerin bir arada kullanılmasının 

daha iyi sonuç verebileceği belirtilmektedir (Harris and Angal, 1995; ).  

Çizelge 4.2‟ den görüldüğü üzere izoelektrik çöktürme ve 

amonyum sülfat çöktürmesi beraber uygulandığında daha fazla protein 

elde edilmiĢtir. 

4.3. Proteinlerin Enzimatik Hidrolizi 

Bir gıdadaki proteinlerin enzimatik hidrolizi takiben molekül 

ağırlıklarına göre ayrılması ve bu fraksiyonların ADE inhibisyon 

kapasitelerinin saptanması her ne kadar proteinlerin insan sindirim 

sistemindeki hidroliziyle bağdaĢmasa da gıda endüstrisi açısından 

önemlidir. Enzimatik hidrolizle elde edilen ADE inhibisyon kapasitesi, 

gıdanın sahip olabileceği en yüksek inhibisyon kapasitesinin bir 

göstergesidir. Ayrıca molekül ağrılıklarına göre ayrılmıĢ protein 

fraksiyonlarının ADE inhibisyon kapasitesinin belirlenmesi ve yüksek 

ADE inhibisyona sahip fraksiyonun izolasyonu ve saflaĢtırılması 

mümkün olabilmektedir. Böylece yüksek ADE inhibisyonu kapasitesine 

sahip protein izolatları gıda endüstrisinde fonksiyonel gıda bileĢeni 

olarak kullanılabilecektir.   
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Çizelge 4.3‟ te kuru baklagillerin enzimatik hidrolizden önce ve 

enzimatik hidrolizden sonra ultrafiltrasyonla ayrılmıĢ fraksiyonlarının 

protein miktarları verilmiĢtir. 

Çizelge 4.3.‟ ten görüldüğü gibi enzimatik hidroliz sonrasında elde 

edilen fraksiyonların protein içerikleri toplamı baĢlangıç örneğe göre 

oldukça düĢük olarak saptanmıĢtır (p<0.05). Kuru baklagillerin hidroliz 

verimleri karĢılaĢtırıldığında ise en yüksek verimin fasulyede elde 

edildiği belirlenmiĢtir (p<0.05). Hidroliz sonrasında elde edilen verimin 

düĢük olması çeĢitli nedenlerden kaynaklanabilir. Bu nedenler arasında 

kuru baklagil proteinlerinin vicilin ve legumin gibi globüler proteinlerden 

oluĢması ve enzimlerin bu tip proteinlere etkisinin sınırlı olması ve/veya 

enzimlerin proteinler üzerindeki etkisini arttırmak amacıyla ısıl iĢlem vb 

gibi herhangi bir ön iĢlem uygulanmaması sayılabilir. Mısır gluteninden 

ADE inhibitörü peptit elde edilmesinde, gıda matriksinden öncelikle 

niĢastayı uzaklaĢtırmanın daha verimli bir proses olduğu belirlenmiĢtir 

(Kim et al., 2004). ÇalıĢmada öncelikle niĢasta hidroliz edilmiĢ ve 

yıkanarak uzaklaĢtırılmıĢ, daha sonra enzimatik hidrolizle protein 

parçalanmıĢtır. Bu Ģekilde hem protein eldesinde hem de inhibisyon 

aktivitesinde artıĢ olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca, yapılan araĢtırmalar 

hidroliz öncesinde enzimin etkinliğinin arttırılması açısından ısıl iĢlemin 

yararlı bir uygulama olduğunu göstermektedir (Kim et al., 2004; da Costa 

et al., 2007; Ovissipour et al., 2008; Cui et al., 2009). Ancak ADE 

inhibisyon aktivitesi açısından önemli olan, toplam protein miktarından 

çok elde edilen fraksiyonda biyoaktif peptitlerin var olmasıdır.
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Çizelge 4.3. Kuru baklagillerde enzimatik hidroliz öncesinde belirlenen protein miktarı ve enzimatik hidroliz 

sonrasında elde edilen fraksiyonların protein miktarları 

 

 

 

Kuru 

baklagiller 

 

Protein miktarı
*
 (mg/ml) 

 

 

 

Hidroliz 

verimi (%) 

 

Hidroliz 

öncesi 

Fraksiyonlar 

MA< 3000 

Da 

3000 Da < 

MA < 5000 

Da 

MA > 5000 

Da 

Toplam 

Fasulye 29.58±1.58
a 

1.1397 ± 0.08 1.1715 ± 0.02 1.1521 ± 0.03 3.4633
b 

11.72±0.28
A 

Barbunya 30.06±0.20
a 

1.0212 ± 0.02 1.1088 ± 0.01 1.1501 ± 0.04 3.2801
b 

10.91±0.16
B 

Mercimek 36.05±0.55
a 

1.1908 ± 0.01 1.1725 ± 0.01 1.1804 ± 0.05 3.5437
b 

9.83±0.07
C 

*
 Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir. 

Aynı satırdaki farklı küçük harfler istatistiksel anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0.05).  

Aynı sütundaki farklı büyük harfler istatistiksel anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p<0.05).  
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Çizelge 4.4‟ te kuru baklagillerden enzimatik hidroliz sonrasında 

ultrafiltrasyonla molekül ağırlıklarına göre ayrılan protein 

fraksiyonlarının ADE inhibisyon etkileri görülmektedir. 

Çizelge 4.4. Enzimatik hidroliz sonrasında elde edilen 

fraksiyonların ADE inhibisyon aktiviteleri  

Fraksiyon % ADE inhibisyonu aktivitesi* 

Fasulye Barbunya Mercimek 

MA<3000 Da 100.22±1.97
a 

91.94±14.55
a 

91.37±2.34
a 

3000 Da<MA<5000 Da 73.02±32.56
b 

89.44±11.51
a 

100.44±7.69
a 

MA>5000 Da 89.95±10.50
a,b 

89.15±17.68
a 

99.36±0.91
a 

* Değerler ortalama±standart sapma olarak verilmiĢtir. 

Aynı sütundaki farklı küçük harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade 

etmektedir (p<0.05). 

Fasulyenin enzimatik hidrolizden sonra ultrafiltrasyonla elde 

edilmiĢ olan fraksiyonları içinde molekül ağırlığı 3000 ile 5000 Da 

arasında olan fraksiyonunun %ADE inhibisyonu aktivitesinin daha düĢük 

olduğu (%73.02) belirlenmiĢtir (p<0.05). Barbunya ve mercimeğin ise 

tüm fraksiyonlarının benzer %ADE inhibisyonu aktivitesine sahip olduğu 

tespit edilmiĢtir (p>0.05). Örneklerin molekül ağırlıklarına göre ayrılmıĢ 

olan fraksiyonlarının %ADE inhibisyon aktivitelerinin de birbirinden 

farklı olmadığı görülmüĢtür (p>0.05).  
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Çizelge 4.5‟ te kuru baklagillerden enzimatik hidroliz sonrasında 

ultrafiltrasyonla molekül ağırlıklarına göre ayrılan protein 

fraksiyonlarının IC50 değerleri görülmektedir. 

Çizelge 4.5 Enzimatik hidroliz sonrasında elde edilen fraksiyonların IC50 

değerleri 

Fraksiyon Fasulye IC50  

(µg protein/mL)
* 

Barbunya IC50  

(µg protein/mL)
* 

Mercimek IC50  

(µg protein/mL)
* 

MA<3000 74.87 ± 3.52
a,A

 81.66 ± 7.55
a,A 

91.85 ± 26.54
a,A 

3000<MA<5000 70.52 ± 2.46
a,A

 62.05 ± 9.10
b,A

  106.54 ± 15.21
a,B 

MA>5000 53.95 ± 1.25
b,A 

43.66 ± 0.40
c,B 

49.92 ± 9.42
b,A,B 

*Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir. 

Aynı satırdaki farklı büyük harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir 

(p<0,05). 

Aynı sütundaki farklı küçük harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir 

(p<0.05).  

Fasulyenin enzimatik hidroliz fraksiyonlarının IC50 değerlerinin 

53.95 ile 74.87 µg protein/mL arasında değiĢtiği görülmektedir (Çizelge 

4.4). Tüm fraksiyonların oldukça yüksek ADE inhibisyonu aktivitesine 

sahip olduğu saptanmakla birlikte en yüksek ADE inhibisyonu aktivitesi 
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molekül ağırlığı 5000 Da üzerinde olan fraksiyon için elde edilmiĢtir 

(p<0.05).  

Barbunya ve mercimeğin enzimatik hidrolizden sonra 

ultrafiltrasyonla ayrılmıĢ fraksiyonlarının IC50 değerlerinin sırasıyla 

43.66 ile 81.66 µg protein/mL ve 49.92 ile 106.54 µg protein/mL 

arasında olduğu belirlenmiĢtir.  

Her üç örneğin hidrolizatlarına ait fraksiyonların önemli düzeyde 

ADE inhibisyonu aktivitesine sahip olduğu söylenebilir. Kim et al. 

(2004), mısır gluten hidrolizatını ultrafiltrasyonla molekül ağırlığı 5000 

Da‟ dan küçük, 5000 Da ile 10000 Da arasında ve 10000 Da‟ dan büyük 

olmak üzere üç fraksiyona ayırmıĢ ve bu fraksiyonların IC50 değerlerinin 

sırasıyla 0.05, 12.32 ve 207.33 mg protein olduğunu saptamıĢtır. Bizim 

çalıĢmamızda elde ettiğimiz değerler, bu çalıĢmadaki en aktif fraksiyona 

oldukça yakındır.  

Nohut proteini leguminin alkalazla hidrolizi sonucu elde edilen 

hidrolizatın IC50 değerinin 180 µg/mL olduğu bulunmuĢtur (Yust et al., 

2003). Hidrolizatın zıt faz kromatografisiyle 6 fraksiyona ayrılması 

sonucunda IC50 değeri 11 ile 21 µg/mL arasında değiĢen fraksiyonlar elde 

edilmiĢtir (Pedroche et al, 2002; Yust et al., 2003). 

Wu and Ding (2002), soya proteininin alkalaz ile hidroliz sonucu 

elde edilen hidrolizatın IC50 değerinin 340 µg/mL olduğunu bildirmiĢtir. 

Hidrolizatın ultrafiltrasyon ile molekül ağırlıklarına göre ayrılmıĢ 

fraksiyonlarından 5000 Da altında olan fraksiyonun IC50 değerinin 120 

µg/mL, 5000-10000 Da arasında olan fraksiyonun  IC50 değerinin 180 

µg/mL ve 10000-20000 Da arasında olan fraksiyonun IC50 değerinin 260 

µg/mL olduğu saptanmıĢtır. Bizim çalıĢmamızda fasulye, barbunya ve 
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mercimek için tespit ettiğimiz IC50 değerlerinin soya fasulyesi için elde 

edilen değerlerden daha düĢük olması önemli bir bulgudur. 

SaflaĢtırılmıĢ β-laktoglobulinin tiriptik hidrolizatının 

ultrafiltrasyonla fraksiyonlara ayrılması sonucu molekül ağırlığı 3000 

Da‟ dan küçük olan fraksiyonun ADE inhibisyon yüzdesinin daha fazla 

olduğu tespit edilmiĢ ve IC50 değerinin 130 µg/mL olduğu belirtilmiĢtir 

(Mullally et al., 1997).  

Vermeirssen et al (2005), bezelye hidrolizatının IC50 değerinin 70 

µg/mL olduğunu belirtmiĢtir. Bu sonuç kuru baklagiller için elde 

ettiğimiz IC50 değerleriyle uyumludur. 

Yer fıstığının alkalaz ile hidrolizinin çiğ yer fıstığı için IC50 

değerinin 8.7 ile 122 µg/mL arasında, kavrulmuĢ yer fıstığı için 12 ile 

235 µg/mL arasında değiĢtiği gösterilmiĢtir (Quist et al., 2009). 

del Castillo et al.(2007), glutenin 120 ºC‟ de 45 dakika, 150 ºC‟ de 

30 dakika ısıl iĢlem uygulanmasıyla elde edilen Maillard reaksiyonu 

ürünlerinin IC50 değerlerinin sırasıyla 139 ve 156 µg/mL olduğunu tespit 

etmiĢtir. Ultrafiltrasyonla molekül ağırlıklarına göre ayrılan 

fraksiyonlardan MA 3000 Da üzerinde olan fraksiyonun IC50 değerinin 

yaklaĢık olarak 2 kat daha fazla olduğu belirtilmiĢtir. 

Yapılan çalıĢmalar daha çok düĢük molekül ağırlıklı peptitlerin 

ADE inhibisyon aktivitesi gösterdiğini kanıtlar niteliktedir. Oysa 

çalıĢmada elde ettiğimiz sonuçlar molekül ağırlığı 5000 Da‟un üzerindeki 

fraksiyonların daha fazla aktivite gösterdiği yönündedir. Fasulye, 

barbunya ve mercimek için elde edilen sonuçlar molekül ağırlığı 5000 Da 

üzerinde olan fraksiyonun daha yüksek ADE inhibisyonu aktivitesine 

sahip olduğunu göstermiĢtir (p<0.05). Fasulye ve mercimeğin MA 3000 
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Da‟ dan küçük ve 3000 ile 5000 Da arasında olan fraksiyonlarının benzer 

olduğu tespit edilmiĢtir (p>0.05).  

Çoğu çalıĢma molekül ağırlığı ile ADE inhibisyonu aktivitesi 

arasında zıt yönlü bir iliĢki olduğunu gösterse de, ADE inhibitörü 

peptitler için asıl vurgulanan, molekülün karboksil ucunda prolin gibi 

polar aminoasitlerin yer almasıdır (Korhonen and Pihlanto, 2006; 

Hartmann and Meisel, 2007). Prolince zengin proteinler ya da peptitlerin 

antihipertansif peptitlerin öncüsü olduğu tahmin edilmektedir (Kamath et 

al., 2007). Ayrıca Yust et al. (2003), metiyonin içeren peptitlerin ADE 

inhibisyonu aktivitesi gösterdiğini vurgulamıĢtır. Baklagillerin kükürt 

içeren aminoasitlerce zengin olması (Whitney et al.,1990) çalıĢmada elde 

ettiğimiz yüksek ADE inhibisyonu aktivitesinin kurubaklagil 

proteinlerinin bileĢiminde bulunan metiyoninden kaynaklanabileceği 

görüĢünü desteklemektedir. 

4.4. Isıl İşlemin ADE İnhibisyonu Aktivitesi Üzerine Etkisi 

Bu aĢamada gıdanın yapısında inaktif halde bulunan biyoaktif 

peptitlerin gıda iĢleme sırasında açığa çıkabileceği savından yola çıkarak, 

kuru baklagillere uygulanan ısıl iĢlemin ADE inhibitörü biyoaktif 

peptitler üzerine etkisi araĢtırılmıĢtır. Bir diğer neden ise kuru 

baklagillerin herhangi bir ısıl iĢlem uygulanmadan tüketimlerinin 

mümkün olmamasıdır.  

Kuru fasulye, barbunya ve yeĢil mercimeğin 121.1 ºC‟ de 15, 30 ve 

50 dakika sürelerince piĢirilmesinin ADE inhibisyonu üzerine etkisi çiğ 

örneklerle karĢılaĢtırmalı olarak  ġekil 4.1‟ de verilmiĢtir. Ancak 

buradaki inhibisyon değerleri iĢlem koĢulları nedeniyle çiğ örneklerde 10 

g üzerinden, piĢmiĢ örneklerde ise 5 g üzerinden (piĢme sırasında 

gerçekleĢen hacim artıĢı nedeniyle) belirlenmiĢtir.  
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A   

B     

C  

ġekil 4.1. A) Fasulyeye, B) Barbunyaya, C) Mercimeğe uygulanan farklı ısıl 

iĢlem parametrelerinin ADE inhibisyonu aktivitesi üzerine etkisi. 
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Isıl iĢlem uygulanmıĢ fasulye, barbunya ve mercimekte, IC50 

değerinin belirlenmesi için kullanılan modele uygun %50‟ nin üzerinde 

inhibisyon verisi elde edilememiĢtir. Bu nedenle bu örnekler için IC50 

değeri yerine % inhibisyon kapasiteleri  belirlenmiĢ ve sonuçlar 

inhibisyon kapasiteleri üzerinden yorumlanmıĢtır.  

Barbunya ve mercimekten farklı olarak çiğ kuru fasulyenin ADE 

inhibisyonu aktivitesi (ġekil 4.1.A) 50 dakika ısıl iĢlem uygulanmıĢ kuru 

fasulyenin ADE inhibisyonu aktivitesi ile benzer bulunmuĢtur (p>0.05). 

15 dakika ısıl iĢlem uygulanmıĢ örneğin ADE inhibisyonu aktivitesinde 

azalma saptanmıĢ (ġekil 4.1.A); ancak çiğ kuru fasulyenin ADE 

inhibisyonu aktivitesinden farklı bulunmamıĢtır (p>0.05). 30 dakika ısıl 

iĢlem uygulaması ise ADE inhibisyonu aktivitesinde önemli azalma ile 

sonuçlanmıĢtır (p<0.05).  

Literatürde Phaseolus türleri proteinlerinin baĢlıca, bir glikoprotein 

olan vicilin (MA 150-250 kDa) ve daha düĢük oranda leguminden (MA 

20-40 kDa) oluĢtuğu belirtilmektedir. Phaseolus türlerine uygulanan ısıl 

iĢlemin proteinde yeni disülfit köprüleri oluĢumuna neden olduğu ve 

dolayısıyla jelleĢme kapasitesinin değiĢtiği belirtilmiĢtir (Tang, 2008). 15 

ve 30 dakika uygulanan ısıl iĢlemi takiben kuru fasulyenin ADE 

inhibisyon kapasitesinin azalması, protein yapısında ısıl iĢleme bağlı 

olarak gerçekleĢen çapraz bağlar (yeni S-S bağ oluĢumu vb) nedeniyle 

protein molekülünün özelliğinin değiĢmesinden kaynaklanmıĢ olabilir. 

Cui et al. (2009), sıcaklıkla birlikte protein molekülünde bulunan S-H 

bağları seviyesinin azalırken S-S bağları seviyesinin arttığını belirtmiĢtir. 

Genellikle disülfit bağlarının proteinin konformasyonunu stabilize ettiği 

ve termodinamik stabilitesini geliĢtirdiği düĢünülmektedir. Bu bağlamda, 

ısıl iĢlemin etkisiyle yeni disülfit bağlarının oluĢumunun proteinin 

parçalanmasını ve dolayısıyla protein sekansında bulunabilecek ADE 
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inhibitörü peptitlerin açığa çıkmasını engellemiĢ olabileceği 

düĢünülmektedir. Kuru fasulyenin kükürt içeren aminoasitlerce zengin 

olması (Whitney et al.,1990) bu görüĢü desteklemektedir. 50. dakika 

sonunda 15. ve 30. dakikalara göre ADE inhibisyonu kapasitesinin 

artması ise 15-30 dakikalık ısıl iĢlem sırasında hala protein yapısında 

inaktif halde bulunan biyoaktif peptitlerin açığa çıkmasından 

kaynaklanabilir. Yaptığımız literatür taraması sonucunda ısıl iĢlem 

uygulanmıĢ Phaseolus türlerinden izole edilen proteinlerin ADE 

inhibisyonu aktivitesi üzerine etkisini saptayan çalıĢmalara 

rastlanmamıĢtır.  

Barbunya örneklerinden elde edilen protein ekstraktlarının ADE 

inhibisyonu kapasitesi üzerine etkileri incelendiğinde (ġekil 4.1.B) 15 ve 

50 dakika ısıl iĢlem gören barbunyadan elde edilen protein ekstraktlarının 

ADE inhibisyonu kapasitesinin benzer olduğu görülmektedir (p>0.05). 

En düĢük ADE inhibisyonu kapasitesi çiğ barbunyadan elde edilen 

protein ekstraktı için saptanmıĢtır. Bu sonuçlar 15 dakika ısıl iĢlem 

sonrasında ADE inhibitörü peptitlerin protein sekansında aktif hale 

geçtiğini düĢündürmektedir. Ġnhibisyon kapasitesi 30 dakikalık ısıl iĢlem 

sonunda 15 dakika uygulanan ısıl iĢlemde elde edilen inhibisyon 

kapasitesine göre azalmakla birlikte 50 dakika sonunda artmıĢtır. 

Literatür taraması sonucunda ısıl iĢlem uygulanmıĢ Phaseolus türlerinden 

izole edilen proteinlerin ADE inhibisyonu aktivitesi üzerine etkisini 

saptayan çalıĢmalara rastlanmamıĢtır. 

Mercimek örneklerinden elde edilen protein ekstraktlarının ADE 

inhibisyonu kapasiteleri incelendiğinde (ġekil 4.1.C) çiğ örneğin ADE 

inhibisyonu kapasitesinin en düĢük olduğu görülmektedir (p<0.05). 

Ancak 15 dakikalık ısıl iĢlem sonucunda ADE inhibisyonu kapasitesi 

önemli ölçüde artmıĢtır. Isıl iĢlemin süresi 30 dakikaya uzadığında ise 
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inhibisyon aktivitesinin azaldığı tespit edilmiĢtir. Bununla birlikte, 

barbunya örneğinde elde edilen sonuca benzer Ģekilde, 50 dakikalık ısıl 

iĢlem sonunda ADE inhibisyonu kapasitesi tekrar artarak 15 dakikalık ısıl 

iĢlem sonrasında elde edilen kapasiteye denk konuma ulaĢmıĢtır 

(p>0.05). 

Her üç örneğin ısıl iĢlem sonrası ADE inhibisyonu kapasiteleri 

birlikte incelendiğinde 50 dakikalık ısıl iĢlem sonrasında tüm örneklerin 

ADE inhibisyonu kapasitelerinin artmıĢ olduğu görülmektedir. Bu 

durum, bu üç kuru baklagil için 50 dakikalık ısıl iĢlemin ADE inhibitörü 

peptit eldesinde yararlı bir uygulama olduğunu göstermektedir. 

ġekil 4.2 ve 4.3‟ te üç kurubaklagil örneğinin ısıl iĢlem sonrası 

ADE inhibisyonu aktivitelerinin karĢılaĢtırılması görülmektedir. 

Örneklerin ısıl iĢlem sonrası ADE inhibisyonu aktiviteleri kendi 

aralarında birbirleriyle karĢılaĢtırıldığında fasulyenin, 15 ve 30 dakikalık 

ısıl iĢlem sonunda en düĢük ADE inhibisyon aktivitesi gösteren çeĢit 

olduğu belirlenmiĢtir (p<0.05). Ancak 50 dakikalık ısıl iĢlem sonrasında 

elde edilen ADE inhibisyon aktivitelerinin benzer olduğu belirlenmiĢtir 

(p>0.05). 15 dakikalık ısıl iĢlem sonrası elde edilen ADE inhibisyonu 

aktiviteleri barbunya ve mercimek için istatistiksel olarak farklı 

bulunmamıĢtır. Ancak 30 dakika ısıl iĢlem gören örnekler içinde 

barbunyanın inhibisyon kapasitesinin daha yüksek olduğu saptanmıĢtır 

(p<0.05). 

Çiğ fasulye, %28.4‟ lük değeri ile en fazla ADE inhibisyonu 

aktivitesine sahip örnek gibi gözükmekle birlikte, ADE inhibisyon 

kapasitesinin barbunya ile benzer olduğu belirlenmiĢtir (p>0.05).  
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A  

 

B  

ġekil 4.2.A) Çiğ, B) 15 dakika ısıl iĢlem uygulanmıĢ kuru baklagillerin ADE 

inhibisyonu aktiviteleri 
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A  

 

B  

ġekil 4.3.A) 30 dakika, B) 50 dakika ısıl iĢlem uygulanmıĢ kuru baklagillerin 

ADE inhibisyonu aktiviteleri 
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4.5. İn vitro sindirim 

Asıl protein sekansında inaktif halde bulunan biyoaktif peptitlerin 

açığa çıkmasını sağlayan diğer bir iĢlem sindirimdir. Sindirim sırasında, 

gastrointestinal sistemdeki proteolitik enzimlerin etkisiyle biyoaktif 

peptitlerin oluĢtuğu bilinmektedir (Meisel, 1997; Yust et. al, 2003; 

Korhonen and Pihlanto, 2006; Hartmann and Meisel, 2007; Wang et. al, 

2008). ADE inhibitörü peptitlerin in vivo antihipertansif etki 

gösterebilmesi için kardiyovasküler sisteme aktif formda ulaĢması 

gerektiği bildirilmiĢtir (Vermeirssen et al., 2005). Bu nedenle oral yolla 

alındıktan sonra gastrointestinal proteazlar tarafından tamamen 

parçalanmaya karĢı dayanıklı olmaları ve aktivitelerini koruyarak ince 

bağırsaklardan emilmeleri gerekmektedir. ÇalıĢmanın bu aĢamasında ısıl 

iĢlem uygulanmıĢ örneklerin in vitro sindirimi sonucunda elde edilen 

mide ve bağırsak diyalizatlarının ADE inhibisyonu kapasiteleri 

araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla öncelikle farklı protein konsantrasyonlarına 

seyreltilen diyalizatların IC50 değerleri belirlenmiĢtir. IC50 değerinin 

belirlenmesinde geçerli olan model, doz-inhibisyon iliĢkisine uyumlu 

olan denge bağıntısının (equilibrium binding) çözümlenmesine 

dayanmaktadır. Doz-inhibisyon iliĢkisi minimum ve maksimum 

inhibisyon değerleri kadar bu aralıkta girilen diğer inhibisyon değerlerine 

bağlı olarak y=50 yanıtına karĢılık gelen noktadan daha farklı bir noktada 

(dengede) yanıt verebilir.  

Isıl iĢlem uygulanmıĢ örneklerin in vitro sindiriminden sonra elde 

edilen diyalizatlardan bu modele uygun olanların IC50 değerleri 

saptanabilmiĢtir. Bu sonuca göre, IC50 değerleri fasulye örneğinin 15 

dakika ısıl iĢlem uygulandıktan sonra elde edilen mide ve ince bağırsak 

diyalizatları ile 30 dakika ısıl iĢlem uygulandıktan sonra elde edilen ince 

bağırsak diyalizatı için, barbunya örneğinin ise 15 dakika ısıl iĢlem 
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uygulandıktan sonra elde edilen ince bağırsak diyalizatı, 30 dakika ısıl 

iĢlem uygulandıktan sonra elde edilen mide diyalizatı, 50 dakika ısıl 

iĢlem uygulandıktan sonra elde edilen mide ve ince bağırsak diyalizatı 

için saptanabilmiĢtir. Diğer örneklerde elde edilen sonuçlar bu modele 

uygun olmadığı için, ADE inhibisyonu aktivitesinin ifade edilmesinde 

inhibisyon indeksi (% inhibisyon aktivitesi) kullanılmıĢtır. 

Çizelge 4.6.‟da ısıl iĢlem görmüĢ kuru baklagillerin in vitro 

sindirimden  sonra elde edilen mide ve ince bağırsak diyalizatlarına ait 

protein içerikleri görülmektedir. Burada belirlenen protein miktarı, 

sadece molekül ağırlığı 5000 Da‟ dan küçük olan peptitleri içermektedir. 

Bunun nedeni, ADE inhibisyonu aktivitesinin belirlenmesinde sindirim 

enzimlerinin etkisini önlemektir. Sindirim enzimlerinin molekül ağırlığı 

5000 Da‟dan büyük olduğu için filtratta bu enzimler bulunmamaktadır.  
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Çizelge 4.6. Isıl iĢlem sonrası in vitro sindirimden elde edilen diyalizatların protein içerikleri 

 

 

Kurubaklagiller 

Protein miktarı
a
 (mg/ml) 

Isıl ĠĢlem (121.1°C) süresi 

15 dakika 30 dakika 50 dakika 

Mide 

diyalizatı* 

Bağırsak 

diyalizatı* 

Mide 

diyalizatı* 

Bağırsak 

diyalizatı* 

Mide 

diyalizatı* 

Bağırsak 

diyalizatı* 

Fasulye 1.0393 ± 0.29 0.9267 ± 0.39 1.397 ± 0.05 0.9659 ± 0.39 1.1752 ± 0.01 1.0329 ± 0.21 

Barbunya 1.164 ± 0.02 

 

1.083 ± 0.08 1.1479 ± 0.001 1.1328 ± 0.001 1.1818 ± 0.01 1.1875 ± 0.001 

Mercimek 1.1367 ± 0.05 

 

0.9678 ± 0.4 1.1542 ± 0.006 0.8800 ± 0.26 1.1316 ± 0.08 0.9436 ± 0.23 

* MA < 5000 Da 

a
 Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.7‟ de  fasulye örneklerinin in vitro sindirim sonrasındaki 

IC50 değerleri görülmektedir. 15 dakika ısıl iĢlem uygulamasından sonra 

elde edilen mide ve ince bağırsak diyalizatlarına ait IC50 değerlerinin 

benzerlik gösterdiği tespit edilmiĢtir (p>0.05). 30 dakikalık ısıl iĢlemden 

sonraki in vitro sindirimi takiben elde edilen bağırsak diyalizatının  IC50 

değerinin ise daha yüksek olduğu (281.69 µg/mL) belirlenmiĢtir 

(p<0.05). Bu durum 30 dakikalık ısıl iĢlem uygulamasının 15 dakikalık 

ısıl iĢlem uygulamasına göre ince bağırsağa geçen ADE inhibitörü 

peptitlerin inhibisyon aktivitesinde azalmaya neden olduğunu 

göstermektedir. Bu azalma 30 dakikalık ısıl iĢlem sonrasında açığa çıkan 

biyoaktif peptitlerin 15 dakikalık ısıl iĢlem sonrasında açığa çıkan 

peptitlerden farklı olmasından ya da peptitlerin pankreatik enzimlere 

karĢı direncinin azalmasından kaynaklanmıĢ olabilir. Benzer olarak Wu 

and Ding (2002) soya proteini hidrolizatının gastrointestinal proteazlara 

karĢı stabilitesini inceledikleri çalıĢmada enzim uygulamasından önceki 

IC50 değerinin 65 µg/mL iken pepsin ve pankreatin uygulamasından 

sonra IC50 değerinin sırasıyla 66 ve 73 µg/mL olduğunu saptamıĢlardır. 

Çizelge 4.7. Fasulye örneklerinin in vitro sindirim sonrasındaki 

IC50 değerleri 

Fasulye 

in vitro sindirim 

IC50 değeri* 

(µg protein/mL) 

15 dakika-mide 114,62±0,85
a 

15 dakika-bağırsak 99,14±14,95
a 

30 dakika-bağırsak 281,69±6,92
b 

*Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir. 

Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir 

(p<0.05).  
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Çizelge 4.8‟ de barbunya örneğinin in vitro sindirimini takiben elde 

edilen diyalizatlarının IC50 değerleri görülmektedir. Barbunya için 

hesaplanan IC50 değerlerinin birbirinden farklı olduğu tespit edilmiĢ ve en 

düĢük IC50 değerine sahip diyalizatın 50 dakika ısıl iĢlem sonrasında elde 

edilen mide diyalizatı olduğu belirlenmiĢtir. Barbunyanın in vitro 

sindirim sonrası saptanan IC50 değerlerinin 65.14 ile 313.49 µg 

protein/mL arasında, fasulyenin ise 99.14 ile 281.69 µg protein/mL 

arasında değiĢtiği belirlenmiĢtir. Vermeirssen et al. (2003, 2004) 

bezelyenin gastrointestinal sindirim hidrolizatının IC50 değerinin 76 

µg/mL olduğunu belirtmiĢtir. Yer fıstığının pepsin-pankreatin 

hidrolizinin ise çiğ yer fıstığı için 7.93 ile 188.7 µg/mL, kavrulmuĢ yer 

fıstığı için ise 11.09 ile 99.82 µg/mL arasında değiĢen IC50 değerlerine 

sahip hidrolizatlar verdiği belirtilmiĢtir (Quist et al, 2009). ÇalıĢmada 

elde ettiğimiz verilerin, bu araĢtırıcıların bulgularıyla paralellik 

gösterdiği söylenebilir. 

Çizelge 4.8. Barbunya örneklerinin in vitro sindirim sonrasındaki 

IC50 değerleri 

Barbunya 

in vitro sindirim 

IC50 değeri* 

(µg protein/mL) 

15 dakika- bağırsak 313,49±13,70
a 

30 dakika- mide 171,34±16,57
b 

50 dakika- mide 65,14±9,28
c 

50 dakika- bağırsak 211,75±0,55
d 

*Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir. 

Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade 

etmektedir (p<0.05).  
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ġekil 4.4‟de ısıl iĢlem uygulandıktan sonra in vitro sindirime tabi 

tutulan örneklerin ADE inhibisyonu aktiviteleri (% inhibisyon) 

görülmektedir.  

A  

B  

ġekil 4.4.A) Fasulye, B) Barbunya, C) Mercimek örneklerinin ADE inhibisyonu 

aktiviteleri üzerine in vitro sindirim prosesinin etkisi 
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C  

ġekil 4.4.A) Fasulye, B) Barbunya, C) Mercimek örneklerinin ADE inhibisyonu 

aktiviteleri üzerine in vitro sindirim prosesinin etkisi 

Fasulye örneğinin in vitro sindirim sırasında ADE inhibisyonu 

aktivitesinin arttığı belirlenmiĢtir. Her ne kadar 50 dakikalık ısıl iĢlem 

sonrasında gerçekleĢtirilen in vitro sindirimden elde edilen ince bağırsak 

diyalizatında, ADE inhibisyon aktivitesi mide diyalizatından daha düĢük 

gibi gözükse de bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır 

(p>0.05). 15, 30 ve 50 dakikalık ısıl iĢlemden sonra uygulanan in vitro 

sindirimin, fasulyenin ADE inhibisyonu kapasitesini arttırdığı 

görülmektedir (ġekil 4.4.A). Bu sonuç beklenen bir durumdur. ADE 

inhibitörü peptitlerin gastrointestinal sindirim sırasında ortaya çıktığı ve 

sindirim prosesinin ADE inhibitörü peptitlerin asıl protein sekansından 

salınması konusunda çok verimli bir proses olduğu bilinmektedir 

(Korhonen and Pihlanto, 2006; Hartmann and Meisel, 2007). Hernendaz-

Ledesma et al (2004), pepsin ile hidroliz edilen süt proteini bazlı bebek 
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mamasının ADE inhibisyonu aktivitesinde artıĢ saptandığını, pankreatik 

ekstraktla hidroliz sonrasındaysa ADE inhibisyon aktivitesinde bir 

değiĢiklik olmadığını bildirmiĢlerdir. Buna karĢın peynir altı suyu 

proteini içeren bebek mamasının hidroliz öncesinde ve sonrasında 

saptanan ADE inhibisyonu değerlerinin benzer olduğu belirtilmiĢtir.  

Barbunya örneğinin ısıl iĢlem sonrası in vitro sindirimi takiben 

ADE inhibisyonu aktivitesindeki değiĢimi incelendiğinde (ġekil 4.4.B), 

30 dakikalık ısıl iĢlem sonrasında in vitro sindirim ile elde edilen ince 

bağırsak diyalizatının ADE inhibisyonu kapasitesinin, 50 dakika ısıl 

iĢlem sonrasında in vitro sindirim ile elde edilen ince bağırsak 

diyalizatının ADE inhibisyonu kapasitesinden düĢük olduğu 

görülmektedir (p<0.05). Bu sonuç, çalıĢmada ısıl iĢlemin ADE 

inhibisyonu kapasitesi üzerine etkisini saptama aĢamasında 50 dakikalık 

ısıl iĢlem için elde edilen ADE inhibisyonu aktivitesiyle de (30 dakikalık 

ısıl iĢleme göre daha yüksek) paralellik göstermektedir. 30 dakika ısıl 

iĢlem uygulanmıĢ barbunyanın in vitro sindirimini takiben elde edilen 

ince bağırsak diyalizatının ADE inhibisyonu kapasitesinin mide 

diyalizatında elde edilen ADE inhibisyonu kapasitesinden düĢük olması 

(% 37 oranında), bu biyoaktif peptitlerin ince bağırsaktaki sindirim 

enzimlerine dirençli olmadığını göstermektedir. 50 dakika ısıl iĢlem 

görmüĢ barbunyanın in vitro sindirimini takiben elde edilen ince bağırsak 

diyalizatının ADE inhibisyonu aktivitesinde de mide diyalizatına göre 

azalma olmakla birlikte (% 21 oranında), iki ısıl iĢlem süresi 

karĢılaĢtırıldığında 50 dakika ısıl iĢlem uygulamasının, ince bağırsaktaki 

sindirim enzimlerine daha dirençli biyoaktif peptitlerin oluĢumuna olanak 

sağladığı söylenebilir.  

Mercimek örneğinin ısıl iĢlem sonrası in vitro sindirimini takiben 

ADE inhibisyonu aktivitesindeki değiĢimi incelendiğinde (ġekil 4.4.C) 
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sindirim prosesinden sonra elde edilen mide ve ince bağırsak 

diyalizatlarında ADE inhibisyonu aktivitesinin arttığı görülmektedir. 

Farklı ısıl iĢlem parametrelerinde mide diyalizatları için elde edilen ADE 

inhibisyon kapasiteleri değerlendirildiğinde, en yüksek ADE inhibisyon 

kapasitesini sağlayan parametrenin 15 dakika ısıl iĢlem uygulaması 

olduğu belirlenmiĢtir (p<0.05). Ancak ince bağırsak diyalizatlarının ADE 

inhibisyonu kapasiteleri incelendiğinde tüm ısıl iĢlem parametrelerinin 

benzer ADE inhibisyonu kapasitelerine sahip olduğu görülmüĢtür 

(p>0.05). 

da Costa et al. (2007), peynir altı suyu proteininin ısıl iĢlem 

uygulanmıĢ ve uygulanmamıĢ protein izolatının enzimatik hidrolizatları 

içinde en yüksek inhibisyon aktivitesi gösteren örneğin 65 ºC‟ de 15 

dakika ısıl iĢlem uygulanan ve daha sonra α-kimotripsin ile hidroliz 

edilen protein izolatı olduğu belirlenmiĢtir. 

15 dakika ısıl iĢlem uygulanan örneklerin in vitro sindirimi 

sonrasında elde edilen mide ve bağırsak diyalizatlarının ADE 

inhibisyonu aktivitesi karĢılaĢtırıldığında fasulye için elde edilen mide 

diyalizatının ADE inhibisyonu aktivitesi barbunya ve yeĢil mercimeğin 

mide diyalizatı için elde edilen ADE inhibisyonu aktivitesinden daha 

yüksek olarak bulunmuĢtur (p<0.05). Bağırsak diyalizatları arasında en 

yüksek ADE inhibisyon aktivitesine sahip örnek barbunya gibi 

gözükmekle birlikte (% 87.72) fasulye ve barbunyadan elde edilen 

bağırsak diyalizatlarının ADE inhibisyon etkilerinin istatistiksel açıdan 

farklı olmadığı belirlenmiĢtir (p>0.05). 

30 dakika ısıl iĢlem uygulanan örneklerin in vitro sindirimi 

sonrasında elde edilen mide ve bağırsak diyalizatlarının ADE 

inhibisyonu aktivitesi karĢılaĢtırıldığında barbunya için elde edilen mide 

diyalizatının ADE inhibisyonu aktivitesinin fasulye için elde edilen 
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değerden daha yüksek olduğu ancak mercimek ile benzerlik gösterdiği 

görülmektedir (p<0.05). Buna karĢın barbunyadan elde edilen bağırsak 

diyalizatının ADE inhibisyonu aktivitesinin (% 42,55) fasulye (% 93,41) 

ve mercimek için elde edilen değerden (% 86,52) daha düĢük olduğu 

saptanmıĢtır (p<0.05).  

50 dakika ısıl iĢlem uygulanan örneklerin in vitro sindirimi 

sonrasında elde edilen mide ve bağırsak diyalizatlarının ADE 

inhibisyonu aktivitesi karĢılaĢtırıldığında, barbunyanın mide diyalizatı 

için elde edilen ADE inhibisyonu kapasitesinin mercimeğin mide 

diyalizatının ADE inhibisyonu kapasitesinden daha yüksek olduğu 

saptanmıĢ (p<0.05), fasulyeyle ise benzer bulunmuĢtur. En yüksek ADE 

inhibisyonu kapasitesine sahip bağırsak diyalizatının mercimek 

örneğinde elde edildiği gözükmekle birlikte, örnekler arasındaki farklılık 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıĢtır. 
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5. SONUÇ 

Son yıllarda, biyoaktif peptitler üzerine bilim dünyasında ve gıda 

endüstrisinde yapılan çalıĢmalar içerisinde ADE inhibitörü peptitlerin 

büyük bir payı vardır. ADE inhibitörü peptitler ve kaynakları ile ilgili 

olarak yapılmıĢ araĢtırmalar incelendiğinde, süt ve süt ürünleri, et ve 

balık üzerinde yoğunlaĢıldığı görülmektedir. Ancak son zamanlarda 

bitkisel gıda kaynaklı ADE inhibitörleri üzerinde çalıĢıldığı da dikkati 

çekmektedir. Tahıllar ve baklagiller de bu grupta önemli bir yere sahiptir. 

Kurubaklagiller, diğer tüm sağlık faydalarının yanında özellikle 

içerdikleri yüksek miktardaki protein nedeniyle beslenme rehberlerinin 

üzerinde önemle durduğu gıdalardır. Türk halkının beslenme modelinde 

kurubaklagiller önemli bir yer tutmaktadır. Bu nedenle kurubaklagil 

proteinlerinin potansiyel ADE inhibitörü etkilerinin belirlenmesi önemli 

bir konudur. 

ÇalıĢmada, Türkiye‟ de yetiĢtirilen ve Türk mutfağında önemli bir 

yere sahip olan kuru fasulye, kuru barbunya ve yeĢil mercimeğin ADE 

inhibitörü peptit kaynağı olarak değerlendirip değerlendirilemeyeceği 

konusu araĢtırılmıĢtır. 

ADE inhibitörü peptitlerin elde edilmesinde en fazla kullanılan 

yöntem enzimatik hidrolizdir. AraĢtırmada, kurubaklagillerin ticari bir 

proteolitik enzim preparatı olan Pronase E ile hidroliz edildiği kısımda, 

kuru fasulye, kuru barbunya ve yeĢil mercimeğin önemli derecede ADE 

inhibisyonu aktivitesine yol açan hidrolizatlar oluĢturduğu belirlenmiĢtir. 

Diğer gıda kaynaklarına göre oldukça yüksek aktiviteye sahip 

hidrolizatlar elde edilmiĢtir. Fasulye, barbunya ve mercimeğin, 

literatürde β-laktoglobulin, peynir altı suyu, bazı yoğurt türleri, mısır, 
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mung fasulyesi ve soya fasulyesinin enzimatik hidrolizi sonucu elde 

edilen hidrolizatlar için bildirilen  IC50 değerlerinden daha düĢük IC50 

değerlerine sahip olduğu görülmüĢtür. 

Enzimatik hidrolizden sonra, elde edilen hidrolizat ultrafiltrasyonla 

molekül ağırlıklarına göre fraksiyonlara ayrılarak ADE inhibitörü 

peptitlerce zengin olan fraksiyon belirlenebilmekte ve konsantre 

edilebilmektedir. AraĢtırmada üç kurubaklagil çeĢidinin de enzimatik 

hidrolizi takiben ultrafiltrasyonla elde edilen üç farklı fraksiyonu 

arasında, en düĢük IC50 değerine sahip olan fraksiyonun molekül ağırlığı 

5000 Da‟ dan büyük olan fraksiyon olduğu belirlenmiĢtir (p<0.05). 

Fasulyenin molekül ağırlığı 3000 Da‟ dan küçük ve 3000 ile 5000 Da 

arasında olan hidrolizatlarının IC50 değerleri  arasında fark bulunmazken 

(p>0.05), barbunyanın molekül ağırlığı 3000 Da‟ dan küçük, 3000 ile 

5000 Da arasında olan ve 5000 Da‟ dan büyük hidrolizatlarının IC50 

değerlerinin birbirinden farklı olduğu (p<0.05) tespit edilmiĢtir.  

Fasulyeye benzer Ģekilde mercimeğin molekül ağırlığı 3000 Da‟ dan 

küçük ve 3000 ile 5000 Da arasında olan fraksiyonları arasında IC50 

değerleri açısından fark olmadığı saptanmıĢtır. 

Örneklerin molekül ağırlığı 3000 Da‟ dan küçük olan 

fraksiyonlarının IC50 değerleri arasında istatistiksel açıdan bir fark 

bulunmazken (p>0.05), molekül ağırlığı 3000 ile 5000 Da arasındaki 

fraksiyonlar için fasulye ve barbunyanın, molekül ağırlığı 5000 Da‟ dan 

büyük fraksiyon için barbunya ve mercimeğin IC50 değerlerinin benzer 

olduğu saptanmıĢtır.  

Molekül ağırlığı 5000 Da‟ un üzerindeki fraksiyonlarda ADE 

inhibisyonu aktivitesinin daha yüksek çıkması, literatürde genellikle 

molekül ağırlığı 3000 Da‟ dan küçük olan fraksiyonlar için daha yüksek 

ADE inhibisyon kapasitesi saptanması bulgusu ile uyuĢmamakla birlikte 



81 

 

 

 

bizim araĢtırmada kullandığımız hammaddelerin farklı olması nedeniyle 

beklenen bir sonuçtur. ADE inhibisyonu üzerinde etkili olan baĢlıca 

faktörün, peptitlerin sekansı olduğu ve prolin ile metiyonin aminoasitleri 

bakımından zengin olan proteinlerin ADE inhibitörü peptitlerin öncüsü 

olabileceği belirtilmektedir. Kurubaklagillerin kükürt içeren 

aminoasitlerce zengin olması (metiyonin, sistin gibi) yüksek ADE 

inhibisyonu aktivitesine yol açtığını düĢündürmektedir.  

Enzimatik hidroliz verimi üç kurubaklagil için de düĢük olmakla  

birlikte elde edilen hidrolizatların ADE inhibisyonu aktiviteleri yüksek 

olarak saptanmıĢtır. Enzimatik hidrolizden önce örneklere uygun bir ön 

iĢlem uygulanması halinde verimin daha fazla olacağı düĢünülmektedir.  

Gıda iĢlemede en yaygın yöntemin ısıl iĢlem olduğu ve 

kurubaklagillerin tüketiminin ısıl iĢlem olmadan mümkün olmadığı 

düĢünülürse, kurubaklagillerin ADE inhibisyonu aktivitesine ısıl iĢlemin 

etkisinin araĢtırılmasının önemli olduğu açıktır. 

50 dakika ısıl iĢlem uygulanmıĢ fasulyenin ADE inhibisyonu ile çiğ 

kuru fasulyenin ADE inhibisyonu arasında istatistiksel olarak fark 

bulunmamıĢtır (p>0.05). 15 ve 30 dakika uygulanan ısıl iĢlem sonucunda 

ADE inhibisyonunda meydana gelen azalma, proteinin yapısında 

gerçekleĢmesi olası değiĢikliklerden kaynaklanmıĢ olabilir. Isıl iĢlemin 

molekülde disülfit bağları oluĢumuna ve molekülün stabilite kazanmasına 

neden olduğu bilinmektedir. Isıl iĢlemin süresinin 50 dakikaya çıkması 

ile, 15 ve 30 dakikalık iĢlem süresince molekülde var olan ancak açığa 

çıkamayan inhibitör peptitlerin açığa çıkması nedeniyle ADE inhibisyonu 

etkisinin arttığı düĢünülmektedir. 

Barbunyanın ve mercimeğin de ısıl iĢlem uygulamasından sonraki 

ADE inhibisyonu aktivitelerinin fasulye ile aynı seyri izlediği 
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belirlenmiĢtir. Barbunya ve mercimeğin 15 ve 30 dakikalık ısıl iĢlemden 

sonraki inhibisyon aktiviteleri benzerlik gösterirken (p>0.05) iki örneğin 

de 30 dakikalık ısıl iĢlem uygulaması sonunda ADE inhibisyonu 

aktivitesinde azalma belirlenmiĢtir.  

Örnekler birbirleriyle karĢılaĢtırıldığında, üç ısıl iĢlem parametresi 

için de fasulyenin en düĢük ADE inhibisyonu aktivitesine sahip çeĢit 

olduğu belirlenmiĢ ancak 50 dakikalık ısıl iĢlem sonrasında barbunya ve 

mercimek için belirlenen ADE inhibisyonunun farklı olmadığı 

saptanmıĢtır (p>0.05).   

15 dakika ve 50 dakika sürelerince uygulanan ısıl iĢlem sonucunda 

barbunya ve mercimek için elde edilen ADE inhibisyonu aktivitesi 

benzer bulunmuĢtur. Ancak barbunyanın 30 dakikalık ısıl iĢlem 

sonrasında göstermiĢ olduğu ADE inhibisyonu aktivitesi mercimeğin bu 

süre sonunda gösterdiği aktiviteden daha yüksek olmuĢtur (p<0.05).  

ADE inhibitörü peptitlerin insan fizyolojisinde beklenen etkiyi 

gösterebilmesi için sindirim prosesine dayanıklı olması, sindirim 

sonrasında aktivitesini koruması ve yeterli miktarda emilmesi 

gerekmektedir. AraĢtırmada, in vitro sindirim sonrasında örneklerin ADE 

inhibisyonu aktivitesinin arttığı belirlenmiĢtir. Fasulyenin ve mercimeğin 

tüm ısıl iĢlem uygulamalarından sonraki in vitro sindirimden elde edilen 

bağırsak diyalizatların ADE inhibisyonu kapasitelerinin benzer olduğu 

saptanmıĢtır (p>0.05). Barbunyanın 50 dakikalık ısıl iĢlem sonrasında 

uygulanan in vitro sindirimden elde edilen ince bağırsak diyalizatının, 30 

dakikalık ısıl iĢlem sonrasında uygulanan in vitro sindirimden elde edilen 

ince bağırsak diyalizatından daha fazla ADE inhibisyonu aktivitesi 

gösterdiği belirlenmiĢtir (p<0.05).  
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Barbunya için 30 dakikalık ısıl iĢlem sonrasındaki in vitro 

sindirimden elde edilen mide diyalizatının ADE inhibisyonu aktivitesinin 

ince bağırsak diyalizatının ADE inhibisyon aktivitesinden daha yüksek 

olduğu saptanmıĢtır. Bu durum 30 dakika süresince uygulanan ısıl iĢlem 

sırasında açığa çıkan peptitlerin ince bağırsaktaki sindirim enzimlerine 

karĢı dayanıklı olmadığını göstermektedir. 50 dakika uygulanan ısıl 

iĢlemi takiben ince bağırsak diyalizatının ADE inhibisyon aktivitesindeki 

azalmanın daha az olması, 50 dakika uygulanan ısıl iĢlemin sindirim 

enzimlerine daha dayanıklı peptitlerin oluĢmasını desteklediğini 

düĢündürmektedir. 

Sonuç olarak, yapılan araĢtırmadan elde ettiğimiz bulguların, Türk 

halkının beslenme modelinde önemli yer tutan kuru fasulye, kuru 

barbunya ve yeĢil mercimeğin ADE inhibitörü peptit potansiyelinin 

oldukça yüksek olduğunu gösterdiğini söyleyebiliriz. Enzimatik hidroliz 

sonucunda üç kurubaklagil çeĢidinden de önemli derecede ADE 

inhibisyonu aktivitesi gösteren fraksiyonlar elde edilmiĢtir. Isıl iĢlemin 

ADE inhibitörü peptitlerin oluĢumunda yararlı bir uygulama olduğu; 

ancak iĢlem süresinin oluĢan peptit profiliyle ilgili olabileceği sonucu 

ortaya çıkmıĢtır. İn vitro sindirimin kuru fasulye, kuru barbunya ve yeĢil 

mercimekten ADE inhibitörü peptitlerin açığa çıkmasında önemli rol 

oynadığı tespit edilmiĢ ve üç kurubaklagilin sindirime dayanıklı ADE 

inhibitörü peptit kaynağı olduğu belirlenmiĢtir. 

Bu araĢtırmanın sonuçları; 

1) Kuru fasulye, kuru barbunya ve yeĢil mercimekten ADE 

inhibitörü peptit elde etmek için enzimatik hidrolizden 

yararlanılabileceğini, bu üç kurubaklagil çeĢidinin enzimatik 

hidrolizatlarının endüstriyel anlamda ADE inhibitörü peptit 

elde edilmesi amacıyla kullanılabileceğini ve elde edilecek 
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biyoaktif peptitlerin gıda endüstrisinde fonksiyonel gıda 

bileĢeni olarak değerlendirilme potansiyellerinin yüksek 

olduğunu, 

2) Enzimatik hidrolizden önce enzimin moleküle daha rahat etki 

etmesi ve böylece hidroliz veriminin arttırılması için örneklerin  

ısıl iĢlem gibi ön iĢlemlerden geçirilmesinin faydalı 

olabileceğini, 

3) Isıl iĢlemin çalıĢmada kullanılan kurubaklagillerin ADE 

inhibisyon kapasitesinde artıĢa neden olduğunu, 

4) ÇalıĢmada kullanılan kurubaklagillerin in vitro sindirimi 

sonucunda ADE inhibisyon kapasitesinin arttığını, 

5) İn vitro sindirim prosesi sonrasında çalıĢmada kullanılan 

kurubaklagillerden elde edilen ADE inhibitörü peptitlerin in 

vitro koĢullarda sindirim enzimlerine karĢı nispeten dirençli 

olduklarını göstermiĢtir. 

Bu sonuçların ıĢığında bundan sonra bu alanda yapılacak 

çalıĢmaların;  

6) ‘İn vitro sindirim prosesi açısından fasulye ve barbunyaya 

uygulanan farklı ısıl iĢlem parametrelerinin oluĢan peptit 

profilini etkilediği, mercimek için etkili olmadığı‟ görüĢünün 

peptit profillerinin belirlenerek desteklenmesi, 

7) Bu kurubaklagillerden ADE inhibitörü peptitlerin izole 

edilmesi, 
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8) Elde edilen in vitro ADE inhibisyonu etkisinin in vivo 

koĢullarda araĢtırılması konularında yoğunlaĢması önerilebilir. 
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Ek 1. Beklenen doygunluk yüzdesine ulaĢmak için gerekli olan amonyum 

sülfat miktarları çizelgesi (Roe, 2001). 
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Ek 2. Fasulye örneğinin enzimatik hidrolizinden elde edilen MA<3000 

Da fraksiyonunun IC50 değerinin hesaplanması 
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Ek 3.  IC50 değerlerinin belirlenmesi için çizilen doz-inhibisyon eğrileri 
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