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KARA NOHUT NIiSASTASINDAN ENZIMATIK YONTEMLE ELDE
EDILEN DIRENCLI NiSASTANIN FiZIKOKIMYASAL VE FONKSIYONEL
OZELLIKLERI

OZET

Nohut Leguminosae (baklagiller) familyasinin Papilionaceae (kelebek cicekliler) alt
familyasina ait Cicer cinsinden bir baklagil tiiriidiir. Baklagiller insan beslenmesinde
onem tastyan bitkisel kaynakli besinlerdir. Diger bitkisel kaynakli besinler ile
karsilastirildiklarinda besin degeri bakimindan birgok {istiinliige sahiptirler. Nohut
(Cicer arietinum L.) tohum rengi ve cografik dagilimina gore genellikle desi ve
kabuli olarak iki grup olusturmaktadir. Desi; kiiclik, kirisik yiizeyli, kdseli ve koyu
renkli tanelere sahiptir. Kara nohut da desi grubunda Malayta yoresine ait oldukga
koyu renkli ve kiigiik taneli yoresel bir nohut ¢esididir. Yore halki tarafindan kara
corba, dogme corbast gibi cesitli corbalarin yapiminda ve yarmaca denilen
kabuklarindan ayrilip ikiye boliinmiis haliyle bir diger ad1 da muhaser olan yarmacali
pilav yapilarak tiiketilmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan kara nohut; yoresel iiriinler satan yerel bir marketten temin
edilmistir. Nohuttan izole edilen nisastaya ve nohutun 6giitiilmesiyle elde edilen una
ilk asamada temel kompozisyon analizleri yapilmistir. Nisastaya ve una ait nem
igerigi sirastyla %11,64 ve %10,19 bulunurken ayni siralamada kil icerikleri %0,07
ve %2,86; protein igerikleri %0,85 ve %20,99; yag icerikleri %0,44 ve %4,28
bulunmustur.

Kara nohuttan izole edilen nisastadan enzimatik modifikasyon yontemiyle Tip-3
EDN formunda enzime direngli nisasta iiretilmis ve calismanin devaminda, elde
edilen Dogal nisastanin modifikasyonu ile elde edilen iriin (DNE), jelatinize
nisastanin modifikasyonu ile elde edilen iiriin (GNE) ve islem etkisini karsilastirmak
amaciyla elde edilen {iriin retrograde kontrol nisastast1 (RNK)'nin ve ayrica islem
uygulanmamis dogal nisasta ve unun fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Enzimatik modifikasyon islemi; dogal ve jelatinize
nisastalarin 40U/g pullulanaz enzimi ile 10 saat 60 °C'de inkiibasyonunu takiben
121°C 30 dakika otoklavlama islemiyle devam etmis ve sonrasinda 24 saat-4°C
buzdolabinda retrogradasyon ve liyofilizasyon ile son bulmustur. Calisma kapsami
i¢cin onemli bir bilesen olan direngli nisasta miktarlar1 enzimatik olarak belirlenmistir.
Enzimatik ve termal uygulamalar ile elde edilen DNE ve GNE 6rneklerinde enzime
direncli nisasta (EDN) miktarlar sirasiyla; %16,35 ve %12,34 bulunmustur. RNK ile
DNE karsilagtirildiginda EDN miktar islem etkisiyle %40,58 artmastir.

Dogal nisasta ve una ait EDN igerigi ise sirastyla %15,19 ve %4,99 olarak
bulunmustur. Dogal nohut nisastasina yapilan uygulamalar hizli sindirilebilen nisasta
miktarini artirirken, yavas sindirilebilen nigasta miktarini azaltmistir. Bu uygulamalar
jelatinize nisastanin amiloz igerigini Onemli oranda artirmig, amiloz icerikleri
DNE'de %24,37 RNK'da %20,91, GNE'de %54,33 olarak bulunmustur.
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Enzimatik ve termal uygulamalar su tutma kapasiteleri ve suda c¢ozintrlik
indislerinde artisa neden olmustur. Sisme giicli ise orneklerin EDN igerigi ile ters
orantili olarak artmistir. Uygulamalar ayn1 zamanda nisasta 6rneklerinin yag tutma
ve emiilsiyon olusturma kapasitelerinde de artisa neden olmustur. Sinerezis ve
bulaniklik 6zellikleri incelendiginde ise 6l¢iim yapilan giinler arasinda kararli bir
artis ya da azalis goriillmemistir. RNK 6rneginin bulaniklik degerleri diger nisasta
ornekleriyle karsilastirildiginda bes giin boyunca yapilan 6l¢timlerde en az olarak
bulunmustur.

Nigasta Orneklerinin ve unun termal Ozellikleri diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC) ile incelenmistir. Otoklavlama ve retrogradasyon islemleri uygulanan
orneklerde jelatinizasyon baslangi¢ ve pik sicakliklar1 ve entalpi degerleri azalmistir.
Mikro-visko analizor (RVA) ile olgiilen viskozite degerlerinde ise enzimatik ve
hidrotermal uygulamalar sonucunda elde edilen nisasta drneklerinin dogal nisastaya
gore pik viskozitesi ve son viskozitelerinde diisiis gozlenmistir.

Nigasta orneklerinin ve unun X 1sim difraksiyon dagilimlart incelenmis, kuvvetli
pikleri 26=17°'de verdigi goriilmiistiir. Bu da baklagil nisastalar1 i¢in karakteristik
olan C tipi kristalizasyon oldugunu gostermistir. Graniil yapis1 ve dagilimi ise
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmis dogal nisastada oval graniiler
yap1 agirliktayken diger nisasta Orneklerinde retrogradasyonun etkisiyle bu yapinin
dagildigr goriilmiistiir.

Bu calismada, kara nohut nisastasindan enzimatik yontemle Tip-3 EDN iiretimi
basar1 ile gergeklestirilmistir. Kara nohut nisastasiyla, nisasta Ornekleri EDN
igerikleri ve diger oOzellikleri bakimindan karsilastirildiginda, teknolojik olarak
kullanimina bagl olmak {izere farkli 6zellikleri karsiladiklar1 goriilmektedir. Daha
yiiksek yag tutma ve emilsiyon kapasitesi istenilen kalite ozelliklerinde iiriin
tiretilmesini daha miimkiin hale getirecektir. Elde edilen nisasta Orneklerinin bu
ozellikleri sayesinde fonksiyonel bir ingrediyen olarak ve EDN miktarini yiikseltmek
icin dogal nisasta yerine kullanilabilecegi diisliniilmektedir.
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PHYSICO-CHEMICAL AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF RESISTANT
STARCH PREPARED FROM BLACK CHICKPEA (Cicer arietinum L.)
STARCH BY ENZYMATIC METHOD

SUMMARY

Chickpea is a member of Leguminosae (legumes), Papilionaceae is a leguminous
species of the genus Cicer subfamilies. Legumes are plant-derived nutrients that are
important in human nutrition. They have many advantages in terms of nutritional
value when compared with other plant-derived foods. Chickpea (Cicer arietinum L.)
form two groups according to seed color and geographic distribution and acceptance.
Desi: small , wrinkled surface , square and has a dark spots. Black Chickpea is also
in the desi family and is closely connected to the Malayta culture, Black Chickpea
has a dark color and is a part of the small grained local region type. Locals consume
it with a variety of soups such as dark, and yogurt soup and often called the divided,
the shells separates into two parts which is put into rice, and are ready to be served.

Legumes are plant-derived nutrients that are important in human nutrition. In terms
of nutritional value when compared with other plant-derived foods have many
advantages. There are many edible protein ratio of 18-36 % of the composition of dry
grain legumes and digestibility degree of protein is also very high (78%). Essential
amino acids shows values in terms close to the animal protein . The chickpea seeds
have high amount of vitamins (A, B, C and D ) and minerals (Fe, P, Ca).

Chickpea (Cicer arietinum L.) is in terms of acreage and production in edible grain
legume species with agriculture in the world after dry bean ( Phaseolus vulgaris L.)
and pea ( Piston sativum L.) in the third place. According to FAO data of the last five
years (2009-2013), chickpea producing countries ranks: 1) India 2) Australia 3)
Pakistan 4) Turkey 5) Myanmar. Chickpeas in Turkey in 2013, planted 4.235.570
acres and produced a total of 506 000 tonnes of peas. The average yield was 121 kg
per hectare in 2013 . This thesis used cultural/local black chickpeas as its material.
Black chick pea is a legume of Malatya region produced in the dark and small grain
group.

Starch ; The main carbohydrate source in the human diet. The starch plants is found
to be in the form of granules. The starch granules, plant seeds , roots and tubers of
further stem, leaf, fruit and even pollen are energy storages. Chemically, starch
glucose units a -D- (1,4) and / or a -D- (1,6) are formed by bonding the
polysaccharide linkages. Digestible starch overall a - amylase, sucrase - isomaltase
and glucoamylase enzymes that are cleaved to the free glucose in the small intestine
and is absorbed there. However, not all of the starch can not be digested and
absorbed in the small intestine. Resistant starch consumed within 120 minutes after
D- glucose in the small intestine but starch fraction of fragmentation becomes
fermented in the colon. Resistant starch; the starch or starch products can also be
defined as being resistant to gastrointestinal digestion progresses.
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The digestibility of starch in the food varies depending on the food 's native state.
Therefore the digestion of starch in the human body at different rates and
classification in terms of nutrition degree of fragmentation during in vitro hydrolysis
by enzymes in the digestive system has gained importance. Accordingly, starch in
diet is composed of three separate factions; including rapidly digestible starch
(RDS), slowly digestible starch (SDS) and enzyme- resistant starch (RS). Englyst et
al were classified RS under 4 groups.

Type-1 RS, the food, is a term used for starch which resists digestion because it is
not physically accessible. Foods in normal cooking conditions shows resistance to
heat. For example, grains , present in the cell walls of seeds and tubers include
starches in the inside. The type-2 RS is indigestible because of structural features are
the natural starches. The crystal structure does not permit hydrolysis. They contain
high levels of amylose, for example starches can be found in raw potatoes and green
bananas. Type-3 RS digestion resistance is defined as non- granular starch
derivatives. Typically, these are formed during the retrogradation of the starch
granules. A portion of the molecule in the starch retrogradation state is resistant
against digestion enzymes. Type-3 RS a -1,4- D- glucan consisting of short-chain
units have a flat structure and are highly heat resistant molecules. More interest is
seen because of thermal stability and the conventional ingredients in foods that are
possible. Heat and moisture -containing food processes Type-1 and Type-2 while
destroying the RS , RS also contribute to the formation of Type-3 . Type-3 shows
more water holding capacity compared to starch granules. For example, chilled
cooked potatoes and corn flakes. Type - 4 RS etherification , esterification and
chemical structure modified by methods such as crosslinking and resistance are
imparted starch enzymes. Modified starches including bread , cakes, are examples of
foods which include this type of RS.

RS, unlike traditional dietary fiber makes it possible to produce products of the
desired quality characteristics. Foods containing a high proportion of dietary fiber,
refined and processed foods by more coarse structure, are dense and flavorless. RS is
the texture and flavor of food as a food ingredient and provides very little effect on
the development of the sensory properties .RS has small particle size , white -
looking, dearomatized component. It has a low water binding capacity. For use as
functional ingredients in food products to provide increased viscosity and gel
forming properties is possible. Inability to be digested as normal starch, there are
some benefits of RS on health. RS is member of the insoluble fibers class, but just
like soluble fibers, there are physiological benefits to them.Outstanding features of
RS has become a topic of interest. Researchers working in this field often use a
variety of methods to obtain different sources of RS. RS production and this new
products functional properties and physicochemical properties have been
concentrated heavily on. RS production methods as a basis ; physical modification
(temperature —moisture applications , pregelatinisation etc . ) , Split ( acid -enzyme
hydrolysis and oxidation processes such as the result of decomposition) and chemical
modification (etherification , esterification, cross-linking , etc. ) can be grouped
under three main headings. Applications usually tried include, heat treatment, partial
acid hydrolysis, enzyme modification, acid or enzyme modification with heat
treatment, extrusion or chemical methods. RS formation and the amount of food after
application ; heat treatments applied to the starch , amylose starch, amylopectin
ratio,the chain length of the molecules is affected by various conditions such as the
presence of amylose - lipid complexes.

XX



Black chickpea used in this study is obtained from local markets. Starch was isolated
from chickpeas are ground to be used in analysis. Moisture content of 11.64 % and
10.19 %; protein content of 0.85 % and 20.99 %,; fat content of 0.44 % and 4.28%
were obtained for the starch and flour, respectively. Starch isolated from black
chickpeas were modified by enzymes to form RS (DNE). sample obtained
byapplying enzyme on the gelatinized starch is GNE and the retrograde control
starch is RNK. For all those samples physicochemical and functional properties
were deternied and compared. Enzymatic modification process involves 40U/g
pullulanase addition to both natural and gelatinized starch followed by incubation for
10 hours at 60° C with enzyme, autoclaving at 121 ° C for 30 minutes and after 24
hours keeping at 4 ° C refrigeration for retrogradation and lyophilized.

Resistant starch (RS) contents found for DNE and GNE is respectively; 16.35 % and
12.34%. When DNE and RNK is compared RS content was found to increase about
40.58 % by the effect of enzyme. The RS content of the natural starch and the flour
was found to be 15.19 % and 4.99 %, respectively. Treatments made to the natural
black chickpea starch increased the amount of rapid digestible starch and reduced the
amount of slowly digestible starch when compared with the uncooked starch. On the
other hand these applications have increased the amylose content of the gelatinized
starch (GNE) significantly, amylose content in DNE is found to be 24.37%, for RNK
IS 20.91%, and for GNE is 54.33%.

Enzymatic and thermal applications led to an increase in water absorption capacity
and water solubility index. The swelling power increased in inverse relation to the
RS content of the sample. Applications also caused increase in the fat binding
capacity and emulsifying capacity of the starch sample. Syneresis and turbidity
properties had no distinct increase or decrease behavior. Compared with other starch
samples for five days, RNK was found to have the lowest levels for those properties.
For thermal properties of samples by differential scanning calorimetry (DSC);
Autoclaving and retrogradation applied samples had lower initial gelatinization
temperatures and the peak temperatures and enthalpy values of the applied sample
were also reduced. Rapid visco analyzer (RVA) measurements showed that viscosity
values for native starch reduced by enzymatic and hydrothermal applications by
measn of decreases in peak viscosity and final viscosity. KNU and KNN were
examined by X ray diffraction and strong peaks were found at 26 = 17°. This showed
C-type crystallinity which was characteristic for legume starches. The granular
structure and distribution of the peaks obtained by scanning electron microscope
(SEM) showed that for natural starch oval granular starch was dominant whereas for
the other starch samples granules were found to collapse due to the effects of
retrogradation.

In this study; from black chickpea starch Type-3 RS by a pullulanase enzyme
application was produced successfully. Starch samples and black chickpea starch
when compared in terms of RS content and other characteristics it was obvious that
according to different technological uses these samples had different properties. The
higher fat binding capacity and emulsion capacity of enzyme treated black chickpea
starch samples will make it possible to produce different products with desired
quality parameters. Thanks to these features, the starch samples obtained could be
used as a functional ingredient instead of natural starch to increase the amount of RS.

XXi
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1. GIRIS

Gidalardaki nisastanin sindirilebilirligi, gidanin dogal yapisina bagli olarak ¢esitlilik
gostermektedir. Bu nedenle insan viicudundaki nisasta sindirilirliginin, in vitro
kosullarda sindirim sistemi enzimleri ile hidrolizindeki farkli hiz ve parcalanma
derecelerinin beslenme acgisindan siniflandirilmasi 6nem kazanmistir. Buna gore,
nisasta beslenme agisindan Onemli olan, hizli sindirilen nisasta (HSN), yavas
sindirilen nisasta (YSN) ve enzime direngli nisasta (EDN) olmak flizere ii¢ ayri

fraksiyondan olusmaktadir (Englyst ve dig., 1992).

EDN, geleneksel diyet lifinden farkli olarak istenilen kalite ozelliklerinde {iriin
tiretilmesini miimkiin kilmaktadir. Yiiksek oranda diyet lifi igeren gidalar, rafine ve
islenmis gidalara gore daha kaba yapida, yogun ve lezzetsizdirler. EDN ise gida
bileseni olarak gidanin dokusunu ve lezzetini ¢ok az etkilemekte ve duyusal
ozelliklerin gelisimini saglamaktadir (Sajilata ve dig., 2006). EDN; kii¢iik partikiil
boyutlu, beyaz goriiniimlii, aromasiz bir bilesendir. Diisiik su tutma kapasitesine
sahiptir. Viskozite artis1 saglamasi ve jel olusturma oOzellikleri agisindan gida
irlinlerinde fonksiyonel bilesen olarak kullanimi miimkiin olmaktadir. Normal
nigasta gibi sindirilememesi nedeniyle EDN’nin saglik {izerine bazi yararlar
bulunmaktadir (Haralampu, 2000). EDN, coziinmeyen lif sinifina girmekte ancak

¢oziiniir lifler gibi fizyolojik faydalar1 bulunmaktadir.

Ustiin 6zellikleri EDN'yi ilgi cekici bir konu haline getirmistir. Arastirmacilarin bu
alandaki calismalar1 genellikle farkli nisasta kaynaklarindan cesitli EDN elde
yontemlerini kullanarak EDN'ce zengin nisasta {iretimi ve bu yeni iiriliniin
fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerinin incelenmesi iizerine yogunlasmislardir.
EDN iiretim yontemleri temel olarak; fiziksel modifikasyon (1s1-nem uygulamasi,
prejelatinizasyon vb.), parcalama (asit-enzim hidrolizi ve oksidasyon gibi islemler
sonucu dekompozisyon) ve kimyasal modifikasyon (eterlestirme, esterlestirme,
capraz baglama vb.) olarak ii¢ ana baslik altinda toplanabilir (Singh ve dig., 2007).

Uygulamalarda genellikle, 1s1l islemler, kismi asit hidrolizi, enzim modifikasyonu,



asit ya da enzim modifikasyonu ile birlikte 1s1l islem uygulamasi, ekstriizyon ya da
kimyasal yontemler denenmistir. Uygulama sonrasi gidalardaki EDN olusumu ve
miktari; nisastaya uygulanan 1sil iglemler, nisastanin amiloz amilopektin orani,
molekiillerin  zincir uzunlugu, amiloz-lipid kompleksinin varligi gibi farkl
durumlardan etkilenmektedir (Charalampopoulos ve dig., 2002; Sajilata ve dig.,
2006).

Bu tez ¢aligmasinda materyal olarak ydresel bir iirlin olan kara nohut kullanilmistir.
Kara nohut Malatya yoresinde iiretilen koyu renkli ve kiiciik taneli desi grubuna ait
bir baklagildir. Yore halki tarafindan ¢esitli ¢orbalar ve yemeklerin yapiminda

kullanilmaktadir.

Kara nohuttan un ve nisasta elde edilmis ve calismanin ilk asamasinda temel
kompozisyon analizlerine tabi tutulmustur. Caligmanin devaminda ise enzimatik ve
termal uygulamalarla direncli nigasta iiretimi gergeklestirilmis ve elde edilen nisasta
orneklerinin fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Bu amagla toplam nisasta, amiloz igerigi, direngli nisasta miktari, yavas ve hizli
sindiren nisasta miktarlar1 saptanarak enzimatik ve termal uygulamalarin etkisi
arastirilmis, su tutma, suda ¢oziiniirliik, yag tutma, emiilsiyon olusturma kapasitesi,
sisme giicii, sinerezis ve bulaniklik deneyleri yapilarak EDN'ce zenginlestirilmis
nisastanin ve dogal nisastanin fonksiyonel Ozellikleri belirlenmistir. Ayrica kara
nohut unu ve nigastasinin diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile termal
ozellikleri, mikro-visko analizér (RVA) ile viskozite ozellikleri, X 1511 difraksiyon
dagilimlari, taramali elektron mikroskobu ile graniil yapist ve dagilimlan

incelenmistir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1 Nisasta Yapisi

Nisasta; insan beslenmesinde yer alan baslica karbonhidrat kaynagidir (Ratnayake ve
Jackson, 2008). Nisasta bitkilerde graniil halinde bulunur. Nisasta graniilleri,
bitkilerin tohum, kok ve yumrularinda, ayrica govde, yaprak, meyve ve hatta
polenlerinde bulunabilen enerji depolaridir. Kimyasal olarak nisasta glukoz
birimlerinin a-D-(1,4) velveya a-D-(1,6) baglar1 ile baglanmasiyla olusan
polisakkaritlerdir. Nisasta temel olarak iki tip molekiilden olusur. Bunlardan amiloz,
a-D-(1,4) glikozidik baglar1 ile baglanmis a-D-glikopiranoz birimlerinden olusan
lineer polimer yapidir ve 1500 ile 6000 arasinda anhidro-glukoz birimi molekiil
agirligina sahiptir. Amilopektin ise dallanmis yapiya sahiptir ve o-D-glikopiranoz
birimlerinin temel olarak a-D-(1,4) baglar1 ve dallanma noktalarinda ise a-D-(1,6)
glikozidik baglarindan olusmaktadir. Amilopektinin molekiil agirhigi ise 1x10'-
5x107 g/mol’diir (Sharma ve dig., 2008). Sekil 2.1°de amiloz-amilopektin yapisi

gosterilmektedir.

a-1,4 bagl
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Sekil 2.1: Amiloz-amilopektin yapisi (Tester ve ark., 2004).



Dogal nisastada kuru maddenin %98-99’unu amiloz ve amilopektin olusturmaktadir.
Geri kalan kisimda diisiik miktarlarda yaglar, proteinler, mineraller ve glikoz
hidroksilleri ile esterlesmis halde fosfatlar yer almaktadir. Nigastanin yapisinda yer
alan amiloz-amilopektin orani1 gidadaki nisastanin fonksiyonel 6zelliklerini etkiledigi
i¢cin oldukca 6nemlidir. Nisastanin kaynagina gore bu oran farklilik gostermektedir.
Amiloz ve amilopektin igerigi ve yapisi, nisastanin graniil yapist ve jelatinizasyon
ozelligi gibi fonksiyonel bircok Ozelligine etki etmektedir.Nisastada A ve B tipi
olmak tizere iki farkli kristal yapisi gozlenmektedir. Bu fark amilopektinin farkli
oranlarda bulunmasindan ileri gelmektedir. A tipi nisasta tahillarda bulunurken, B
tipi nisasta yumru koklii bitkilerde ve amilozca zengin nisastalarda goriilmektedir.
Ucgiincii bir tip olarak C tipi nisasta ise A ve B formlarmin bir karisimi olarak

baklagillerde bulunmaktadir.

2.2 Direncli Nisasta Yapis1 ve Simiflandirmasi

Sindirilebilir nigasta genel olarak o-amilaz, glukoamilaz ve sukraz-izomaltaz
enzimleriye ince bagirsakta serbest glukoza pargalanmakta ve burada emilmektedir
(Nugent, 2005). Ancak nisastalarin hepsi sindirilememekte ve ince bagirsakta
emilememektedir. Direncli nisasta tiiketildikten sonra 120 dakika iginde ince
bagirsakta D-glukoza pargalanmayan fakat kolonda fermente olan bir nisasta
fraksiyonudur. Direngli nisasta; nisasta ya da nisasta iirliniiniin gastrointestinal
sistemden ilerlerken sindirime karsi dayanikli olmasi seklinde de tanimlanabilir.
Enzime direncli nisasta (EDN); a-1,4-D-glukanin lineer molekiilii, esasen retrograde
amiloz fraksiyonundan tiiremis ve diisiik molekiil agirligma sahiptir ( 1,2x10° Da)

(Tharanathan ve Tharanathan 2001).

Nisastalarin, enzimle inkiibasyonlar1  sonrasindaki  davramiglarina  gore

siiflandirilmasi asagidaki gibidir;

1. Hizli sindirilen nigasta: Amorf yapida ve dispersiyon haldeki nisasta olup nemli

1s1da pisirilmis ekmek ve patates gibi nisastali gidalarda yiiksek miktarda bulunur.

2. Yavas sindirilen nisasta: Tamamen sindirilen, ancak ¢ok yavas sindirilebilen
nisastadir. Hububat nisastalar1 gibi pigsmis gidalarda graniiler ya da retrograde halde

bulunan, fiziksel olarak erisilemez durumda amorf yapidaki nigastalari igerir.

3. Direngli nisasta: Ilk olarak direncli nisasta terimi Englyst ve dig. (1982) tarafindan



in vitro kosullarda amilaz ve pullulanaz enzimleri ile hidrolize edilen direngli nisasta
fraksiyonunu tanimlamak i¢in kullanmilmistir. Nisasta kalin  bagirsaklara
ulasabilmekte ve bagirsak mikroflorasi tarafindan fermente edilmektedir. Bu nedenle

ince bagirsakta sindirilemeyen besinsel lifin bir fraksiyonu olarak tanimlanmaktadir.

Toplam nisasta miktarindan hizli ve yavas sindirilebilen nisasta miktarlar

cikartilarak hesaplanabilmektedir (Sajilata ve dig., 2006).
Direngli nisastanin sindirilememesinin temel olarak 4 nedeni vardir. Bu nedenler;

1.Yogun molekiiler yapist sindirim enzimlerinin ulasabilmesini sinirlamakta, bu

durum pigsmemis nisasta graniiliiniin yapisiyla agiklanmaktadir. (Haralampu, 2000)

2.Nigasta graniillerinin sindirim enzimleri tarafindan pargalanamayacak yapida

bulunmalari

3.Nisasta graniillerinin jelatinize olmasi molekiilleri sindirim enzimleri tarafindan
tamamiyla ulagilabilir hale getirmektedir. Nisasta jeli sonradan sogutuldugunda ise

olusan kristal yap1 enzimatik sindirime direngli hale gelmesine yol agmaktadir.
4 Kimyasal olarak modifiye edilerek sindirim enzimleri tarafindan pargalanamamasi.

Englyst ve ark. EDN’yi 4 grup altinda siniflandirmiglardir. Cizelge 2.1°’de EDN

tipleri ve bulunduklar1 gida kaynaklar1 yer almaktadir.



Cizelge 2.1: Direngli nisasta tiirleri, ince bagirsaktaki sindirimi ve bulunduklar1 besin

kaynaklar1 (Fuentez-Zaragoza ve dig., 2010).

Nisastanin ~ Tanimm ince bagirsaktaki Etkileyen Bulundugu besin

Tipi sindirimi kosullar kaynaklari

Tip-1EDN  Sindirilemeyen bir Yavas hizli olarak  6gilitme ve Biitiin ya da kismen
matris i¢inde ve fiziksel kismen ¢igneme ogiitiilmiis  tahullar
olarak erisilemez sindirilebilir. Eger ve tohumlar, sebze,
durumda tamamen makarna.

ogiitiilmiis ise

sindirilebilir
Tip-2 EDN Jelatinize olmamus Cok yavas, az Gida isleme Cig patates, yesil
direngli graniillerdir, B miktarda yontemleri ve  muz, bazi
tipi kristallik gosterir a-  pisirilip hemen pisirme baklagiller, yiiksek
amilaz yavas olarak tiiketilirse amilozlu nisastalar
hidrolize edilebilir tamamen
sindirilebilir
Tip-3 EDN Pisirilip sogutulan Yavas ve kismi Gida isleme Pigirilip sogutulan
gidalarda meydana gelen derecede kosullar patates, ekmek,
retrograde nisasta formu tekrar 1sitma misir gevregi, uzun
islemiyle sindirimi stireli ve tekrarli
artirilabilir nemli 1s1ya maruz
kalan gidalar
Tip-4 EDN Kimyasal olarak Kimyasal Sindirime kars1 Bazi lifler, modifiye
modifiye edilmis modifikasyon duyarlihigi cok  nisasta kullanilan
direngli nigasta ve sonucu, hidrolize  azdir igecekler, kekler,
endiistriyel olarak kars1 direnglidir ekmek vb. tiriinler

tiretilmis gida

ingrediyenleri

Tip—1 EDN, gidalarda fiziksel olarak ulasilamamasi nedeniyle sindirime direng
gOsteren nigastalar i¢in kullanilan bir terimdir. Gidalarin normal pisirme kosullarinda
1stya dayamklilik gostermektedir. Ornek olarak; tahillar, tohum ve yumru bitkilerin

hiicre duvarlar igerisinde bulunan nisastalar verilebilir ( Hernandez ve dig. 2008).

Tip—2 EDN ise yapisal ozellikleri nedeniyle sindirilemeyen dogal nisastalardir.

Kristal yapilar1 hidrolize izin vermemektedir.



Yiiksek diizeylerde amiloz i¢ermektedirler. Cig patates ve yesil muzda bulunan

nisastalar 6rnek olarak verilebilir.

Tip—3 EDN sindirime direngli, graniiler olmayan nisasta tiirevleri olarak
tanimlanmaktadir. Genel olarak nigasta graniillerinin retrogradasyonu esnasinda
olusmaktadirlar. Nisastanin retrogradasyonu sirasinda molekiiliin bir kismi amilolitik
enzimlere Kkarsi direngli bir hal almaktadir. Tip—3 EDN; a-1,4-D-glukan
birimlerinden olusan kisa zincirli diiz bir yapiya sahip ve 1siya olduk¢a dayanikli
molekiillerdir. Termal stabilitesinden dolayr daha fazla ilgi gormekte ve
konvansiyonel gidalarda ingrediyen olarak kullanimi miimkiin olmaktadir. Is1 ve
nem igeren gida prosesleri Tip-1 EDN ve Tip-2 EDN'yi tahrip ederken, Tip-3 EDN
olusumuna katkida bulunmaktadir. Tip-3 EDN nisasta graniiliine kiyasla daha fazla
su tutma kapasitesi gostermektedir (Sanz ve dig., 2008). Ornek olarak pisirilmis-

sogutulmus patates ve musir gevregi verilebilir (Wepner ve dig., 1999).

Tip—4 EDN eterlesme, esterlesme ve capraz baglama gibi yontemlerle kimyasal
olarak yapilar1 degistirilmis ve enzimlere diren¢ kazandirilmig nisastalardir. Modifiye

nisasta igeren ekmek, kek, pasta gibi gidalar 6rnek verilmektedir.

2.3 EDN'nin Fonksiyonel Ozellikleri

EDN, geleneksel diyet lifinden farkli olarak istenilen kalite ozelliklerinde iiriin
tretilmesini miimkiin kilmaktadir. Yiiksek oranda diyet lifi igeren gidalar, rafine ve
islenmis gidalara gore daha kaba yapida, yogun ve lezzetsizdirler. EDN ise gida
bileseni olarak gidanin dokusunu ve lezzetini ¢ok az etkilemekte ve duyusal

ozelliklerin gelisimini saglamaktadir (Sajilata ve dig., 2006).

EDN; kiiclik partikiil boyutlu, beyaz goriiniimlii, aromasiz bir bilesendir. Diisiik su
tutma kapasitesine sahiptir. Viskozite artis1 saglamasi ve jel olusturma o6zellikleri
acisindan gida iirlinlerinde fonksiyonel bilesen olarak kullanim1 miimkiin olmaktadir.
Ozellikle firmcilik iiriinlerinde doku modifikasyonu amaciyla ve yiiksek sicaklik
uygulanan {irtinlerde gevrekligi arttiric1 olarak kullanilabilmektedir. EDN ayni
zamanda ekstriide tahillar ve atistirmalik gidalarda kabarmay: iyilestirmektedir.
Diger ¢oziinmeyen liflere kiyasla agizda daha az hissedilmekte ve iiriiniin aromasini
daha az maskelemektedir. Klasik olarak ekmek yapiminda ilave edilen diyet lifinin

yol agtigi koyu renk, diisiik ekmek hacmi, zayif doku hissi ve aromanin



maskelenmesi gibi olumsuz etkilerin tersine EDN kullanimi, isleme sirasinda islem
kolaylig1 saglarken, gevreklik, hacim ve dokunun iyilestirilmesi konusunda da

basarili sonuglar vermektedir (Sajilata ve dig., 2006; Baixauli ve dig., 2008).

EDN ayrica yag ikame edici maddeler arasinda kabul edilmektedir. Misir, bugday,
patates, piring ve baklagil gibi kaynaklardan elde edilen nisasta dogal halde ya da
hidroliz, oksidasyon ya da ¢apraz baglama islemleri ile modifiye edilerek bu amag
dogrultusunda kullanilmaktadir (Akoh ve dig., 1998). Nisasta bazli yag ikame
edicilerin kullaniminin baglica avantaji; nisastanin suda disperse olarak jel
olusturmasidir.  Boylelikle yagin  gidaya kazandirdigi  tekstiir  kismen

saglanabilmektedir.

2.4 EDN’nin Fizyolojik Etkileri

Normal nigasta gibi sindirilememesi nedeniyle EDN’nin saglik iizerine bazi yararlari
bulunmaktadir (Haralampu, 2000). EDN, ¢ozlinmeyen lif sinifina girmekte ancak

¢Oziiniir lifler gibi fizyolojik faydalar1 bulunmaktadir.

EDN kolon mikroflorasi i¢in substrat konumundadir ve bu mikroorganizmalar
tarafindan fermente edilerek basta biitirat olmak {izere asetat, propiyonat gibi kisa
zincirli yag asitlerini olusturmaktadir. Bir¢ok arastirmada kisa zincirli yag asitlerinin
ozellikle de biitiratin bagirsak saglig iizerine olumlu etkileri oldugu belirtilmistir.
Biitirat, kalin bagirsak epitel hiicrelerinin temel enerji kaynagidir ve bu hiicrelerin
kotli huylu hiicrelere doniisiimiinii engellemektedir (Brown ve dig., 2001; Topping
ve Clifton, 2001). Ayrica fermentasyon sonucunda ortaya ¢ikan kisa zincirli yag
asitleri kolon pH’sin1 1-2 birim diisiirmesi sonucunda asidik pH saglamakta ve
boylelikle pH’ya duyarli toksik bakterilerin gogalmasini engellemektedir (Sang ve
dig., 2007).

EDN ince bagirsakta sindirilemedigi i¢in gidanin glisemik indeksini azaltmaktadir
(Fredriksson ve dig., 2000; Shamai ve dig., 2003). Bu nedenle diyabetli hastalarin
diyetlerinde kullanilabilmektedir. EDN, sindirimi daha uzun zaman aldig1 i¢in
insiilin seviyesinde azalma ve tokluk hissinde artis saglamaktadir. Baz1 aragtirmacilar
EDN’nin yag oksidasyonunda rol oynadigini, tokluk hissi verdigini (Nugent, 2005;
Sharma ve dig., 2008) ve kilo kontrolii sagladigini (Mikusova ve dig., 2009)
belirtmislerdir. Tapsell (2004)’e gére EDN’ce zengin bir 6&iin insiilin salgisindaki



azalmanin bir sonucu olarak yag depolarinin daha fazla kullanilmasina neden
olmaktadir. Ayrica EDN, ince bagirsakta sindirilmeden kalin bagirsaga gectigi icin,
probiyotik mikroorganizmalar i¢in substrat olarak davranabilmekte ve sindirim
sisteminde koruyucu gorev yaptig1 diisiiniilmektedir ( Brown ve dig., 1998; Wang ve

dig., 1999; Sajilata ve dig., 2006).

Insan ve farelerle yapilan cesitli calismalarda EDN’nin serum kolesterol ve
trigliseritlerin seviyesini de azalttigi, dolayisiyla kardiyovaskiiler saglig1 iyilestirdigi
belirtilmektedir. (Martinez ve dig., 2004). Bunlara ek olarak EDN’ nin kalsiyum,
magnezyum, ¢inko, demir ve bakir gibi minerallerin emilimini arttirdig1 (Morais ve
dig., 1996; Lopez ve dig., 2001), safra tas1i olusumunu ise azalttig1 bildirilmistir
(Birkett ve dig., 1996).

EDN'nin baglica fizyolojik etkileri ¢izelge 2.2'de gdsterilmektedir.

Cizelge 2.2: Direngli nisastanin fizyolojik etkileri (Fuentes-Zaragoza ve dig., 2010).

Koruyucu Etki Potansiyel Fizyolojik Etkiler

Diyabet Glisemik ve insiiline bagli tepkilerin kontrolii

Kolorektal kanser, iilserli kolit, iltihapli Bagirsak sagligini olumlu yonde gelistirir

bagirsak rahatsizliklari, kabizlik

Kalp-damar rahatsizliklari, kolesterol,  Kan lipid profilini olumlu yonde etkiler

lipid metabolizmas1 sendromu

Kolon sagligi Prebiyotik etki gosterir

Obezite Tokluk hissini artirir ve diigiik enerji alimi saglar

Osteoporoz, gelismis kalsiyum emilimi  Mineral emilimini artirir

2.5 EDN Olusturma Yontemleri ve Tip-3 EDN Formunun Olusturulmasi
Amaciyla Gergeklestirilen Uygulamalar

EDN olusturma yontemleri temel olarak;

1. Fiziksel modifikasyon (1s1-nem uygulamasi, prejelatinizasyon vb.),

2. Parcalama (asit-enzim hidrolizi ve oksidasyon gibi islemler sonucu

dekompozisyon)



3. Kimyasal modifikasyon (eterlestirme, esterlestirme, ¢apraz baglama, vb.) olarak 3
ana baslik altinda toplanabilir (Singh ve dig., 2007). Uygulamalarda genellikle, 1s1l
islemler, kismi asit hidrolizi, enzim modifikasyonu, asit ya da enzim modifikasyonu
ile birlikte 1s1] islem uygulamasi, ekstriizyon ya da kimyasal yontemler denenmistir.
Uygulama sonrasi1 gidalardaki EDN olusumu ve miktari; nisastaya uygulanan 1sil
islemler, nisastanin amiloz amilopektin orani, molekiillerin zincir uzunlugu, amiloz-
lipid  kompleksinin  varligit  gibi  farkli  durumlardan  etkilenmektedir

(Charalampopoulos ve dig., 2002; Sajilata ve dig., 2006).

Nisastanin graniiler yapisi jelatinizasyon ile dagilmaktadir (Farhat ve dig., 2001).
Nisastanin jelatinizasyonundan sonra hareketli haldeki diiz amiloz molekiilleri
hidrojen baglart ile kuvvetlenerek ikili sarmal yapi seklinde yeniden dizilirler.
Nisastanin ikili sarmal yapisinin diizenlenmesi ile olusan kristal yapi ise nisastay1
hidrolize eden enzimlere direngli hale gelmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda
Tip-3 EDN olusumunda nisastanin kristalizasyonunun o6nemli katkis1 oldugu
gosterilmistir (Chung ve dig., 2003). Amiloz amilopektine oranla daha hizli
retrograde olmaktadir ve olusan amiloz kristalleri amilopektin kristallerine gore
sicakliga daha dayaniklidir. Depolama sicakligi yiikseldikce amilopektin kristalleri
bozulacagi i¢in EDN miktar1 da azalma gostermektedir (Garcia-Alanso ve dig.,
1999). Ayrica, amilopektinin yapisindaki dallanma noktalar1 retrogradasyonu
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle amilopektin 1s1l islem Oncesi ya da sonrasinda
pullulanaz ya da izoamilaz gibi a-1,6 baglarina etki eden bir enzim ile muamele
edilirse graniildeki lineer zincirler artacaktir. Boylelikle retrogradasyon ile beraber
daha fazla Tip-3 EDN olusturulabilecektir (Vasanthan ve Bhatty 1998, Leong ve
dig., 2007).

Asit hidrolizi uygulamasinda ise nisastanin amorf kisimlarindaki glikozidik baglar
hidrolize edilir (Vasanthan ve Bhatty, 1998; Puchongkavarin ve dig., 2003).
Uygulama sonrasinda nisastanin kristalinitesi artmaktadir. Asit hidrolizi ile
nisastanin graniiler yapis1 bozulmadan bazi fizikokimyasal Ozellikleri degisir,
ornegin molekiiler agirhik azalir, ¢oziliniirliik artar (Wang ve Wang, 2001). Kisa
zincirli molekiillerin mobiliteleri uzun zincirlilere gére daha fazla oldugu i¢in nisasta
zincirlerinin uzunlugu asit hidrolizi ile azaltildiginda retrogradasyonun hizi1 ve buna
bagli olarak Tip-3 EDN miktar1 artmaktadir (Vasantan ve Bhatty, 1998; Lehmann ve
dig., 2003).
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Gonzales-Soto ve dig., (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada depolama sicakligi ve
siiresinin  EDN olusumu {izerindeki etkisini arastirmiglardir. Calismada muz
nigastasinin zincir yapisi pullulanaz enzimi ile 24 saat muamele edilerek kirilmis ve
121°C'de 30 dakika otoklavlanarak EDN bakimindan zengin hale getirilmistir.
Depolama kosullar1 24-48 saat depolama siiresi, 4-60°C depolama sicaklig1 olarak
belirlenmistir. Su tutma indeksi depolama siiresi arttikga azalmis, suda ¢oziintirliik
indeksi ise depolama sicakligindan etkilenirken depolama  siiresinden
etkilenmemistir. En yiiksek EDN icerigi olan % 35-38'e ise 4°C 48 saat depolama

stiresiyle ulasilmistir.

Koksel ve dig., (2008) asit hidrolizi ve 1s1 uygulamalariyla EDN {rettikleri
calismalarinda liyofilizasyonun nisastanin fonksiyonel 6zellikleri iizerindeki etkisini
arastirmiglardir.  Misir nigastasint asit ile modifiye edip otoklavlama islemi
uygulamislardir. Coziiniirliiglin hidroliz derecesi ile dogru orantili olarak arttig
gorlilmiistir. Su tutma degerleri ise hidrolize-jelatinize -otoklavlanmig liyofilize
orneklerde dogal nisasta ve etlivde kurutulmus dogal nisastaya gore daha yiiksek
bulunmustur. Baslangigta, dogal nisastada EDN yokken bu deger jelatinizasyon-
otoklavlama ve etiivde kurutma ile %8,1 'e yiikselmistir. Bu deger jelatinize-
otoklavlanmis-liyofilize nisastanin EDN degeri olan %2,9'dan daha yliksek
bulunmustur. En yiiksek EDN degeri ise % 12,4 ile jelatinize-otoklavlanmis-

retrograde liyofilize nisastada bulunmustur.

Polesi ve Sarmento (2011) nohut nisastasiyla yapmis olduklari ¢alismada; hidroliz ve
1s1 uygulamalariyla tiretilen EDN'nin yapisim1 ve fizikokimyasal karakterizasyon
Ozelliklerini belirlemeyi amaglamiglardir. Bu amacla dogal ve jelatinize nohut
nisastasina 2M HCI ile 2,5 saat asit veya pullulanaz 40U/g ile 10 saat enzimatik
hidroliz uygulanmistir. Devaminda 121°C’de 30 dakika otoklavlanmig ve 4°C' de 24
saat buzdolabinda bekletilmis ve liyofilize edilmistir. EDN igerigi nisasta hidroliziye
beraber %16'dan % 20 ve % 32'ye yiikselmistir. Enzim uygulamasi en ¢ok jelatinize
nisastada etkili olmustur. EDN artisiyla beraber su tutma ve suda ¢oziiniirliik indeksi
1s1l islem prosesinden kaynakli olarak artis gostermistir. Uygulamalar sonrasinda
kristal yapt C formundan B formuna degismistir. EDN igeren orneklerin
viskozitelerinin azaldig1 gozlenmis, EDN igerigi ile viskozite degerinin ters orantili

olarak degistigi bulunmustur.
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Zhang ve Jin (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada; misir nisastasi pullulanaz enzimi ile
hidroliz edilerek yiiksek EDN igeren {iriin hazirlanmistir. Bu ¢alismada hidroliz i¢in
optimum sartlar arastirilmistir. Bu sartlar; 32 saat, pH 5, 46°C inkiibasyon sicakligi
ve 12 ASPU/g pullulanaz varlig1 olarak bulunmustur. Bu uygulamada 121 °C’de 1
saat otoklavlanmis ve oda sicakligina sogutulup, 4°C'de 1 gece bekletilmistir. Bu
islem dongiisii 2 kere tekrarlanmistir ve drnekler 105 °C'de kurutulmustur. Islemler

sonucunda EDN icerigi %44,7'ye ¢ikartilmistir.

Simgek ve Nehir-El'in (2012) gdlevez yumru bitkisiyle yapmis olduklart EDN
iiretimi ve saglik etkilerinin in vitro metodlarla belirlenmesi ¢caligmalarinda 6ncelikle
%98 saflikta ve % 10,4 amiloz igerigine sahip nisasta golevezden elde edilmistir.
Isitma, otoklavlama, enzimatik parcalama, retrogradasyon ve kurutma prosesleri
gblevez nisastasina iki tekrarli olarak uygulanmistir. islemler sonucunda EDN icerigi
16 kat artirilmistir. (%35,1) Glisemik indeksi dogal golevez nisastasinda %60,6 iken,
EDN miktar1 artirilmis golevez nisastasinda %351,9 bulunmustur. Safra asitlerini
baglama dogal golevez nisastast ve EDN miktar1 artirilmis gélevez nisastasinda
kolesterol diisiiriicii ilag kolestramin ile iliskilendirilmis ve sirasiyla %5,2 ve %7,6

olarak bulunmustur.

Diindar ve Go¢men (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada otoklav sicaklifinin ve
depolama siiresinin EDN olusumuna ve nisastanin fizikokimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerine etkisini incelemislerdir. Otoklav sicakligi 140-145 °C ve depolama
stireleri 24-48-72 saat olarak secilmistir. Calisma yiiksek amilozlu misir nisastast
kullanilarak yapilmistir. En yliksek EDN igerigi 145°C - 72 saat uygulamasinda
%30,41 olarak elde edilmistir. Otoklav sicakligi yiikseldik¢e viskozitede onemli
diisiisler gozlenmistir. 145°C'de hazirlanan 6rneklerde 140°C'ye oranla daha yiiksek
su tutma kapasitesi gozlenmistir. 3 kere otoklavlama ve sogutma asamasindan sonra
retrograde misir nigastas1 40°C’de 24 saat HCI ile muamele edilmistir. 140°C -24
saat uygulamasinda % 21,73 EDN bulunurken, 145 °C-24 saat uygulamasinda %
24,94, 145°C-72 saat uygulamasinda ise en yiiksek EDN degerine ulagilmistir.

Reddy ve dig. (2013) Meksika fasiilyesi nisastasi ile yapmis olduklari ¢alisma;
enzimatik metodla EDN iiretimi ve bunun fonksiyonel ve fizikokimyasal
ozelliklerinin incelenmesini kapsamaktadir. Dogal ve jelatinize nisasta 40U/g

pullulanaz enzimi ile 10 saat 60°C'de inkiibe edilmis ve devaminda 121°C
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sicakliginda 30 dak otoklavlanmis, 4°C'de 24 saat bekletilmis ve sonrasinda liyofilize
edilmistir. Islemler sonucu EDN oran1 artmis ve bu artisla su tutma kapasitesi, suda
coziinlirliik indeksi de artmigtir. Sisme giicli ise azalma gostermistir. Kristal yap1 B
formundan C formuna doniismiistiir ve kristallik orani retrogradasyon prosesi ile
iliskili olarak artis goOstermistir. Viskozite; EDN oraniyla ters orantili sonug
vermistir. EDN miktarlar1 retrograde dogal nisastada %21,27; dogal nisastaya enzim
uygulamasinda %31,47; jelatinize nisastaya enzim uygulamasinda %42,37 olarak

bulunmustur.

Medina ve dig. (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada 5 farkli baklagil unundan
enzimatik hidrolizle EDN iiretmislerdir (mercimek, nohut, bakla, barbunya ve
Meksika fasiilyesi). Her bir baklagile oncelikle 1s1l islem uygulanmis, sonrasinda ise
pullulanaz enzimi ile 24 saat 50°C pH 5 uygulama sartlarinda hidrolize edilmistir. Bu
uygulamalar sonrasinda EDN miktar1 en yiiksek deger olan %7,5 olarak nohutta

bulunmustur.

2.6 Nohut (Cicer arietinum L.)

Nohut Leguminosae (baklagiller) familyasinin Papilionaceae (kelebek cicekliler) alt
familyasina ait Cicer cinsinden bir baklagil tiirtidiir. Nohut sadece bir y1l bilyiiyen ve
tohumla c¢ogalan bir bitkidir. Orijini Tirkiye'nin glineydogusu ile Suriye'nin komsu
oldugu bolgeye dayanmaktadir (Giines ve dig., 2006). Cicer cinsi aralarinda kiiltiir
nohudunun da bulundugu 9 tek yillik, 33 ¢ok yillik ve 1 simiflandirilmamis olmak
tizere toplam 43 tiirli ierir (Sethy ve dig., 2006). Nohut tiirleri i¢inde tek yillik olan
nohut tiirleri Monocicer ve Chamacicer olmak iizere 2 grupta toplanmaktadir.
Monocicer grubunda 8 tek yillik nohut tiirti (Cicer arietinum L., C. reticulatum L.,
C. echinospermum L., C. bijugum L., C. judaicum L., C. pinnatifidum L., C.
yamashitae L. ve C. cuneatum L.) yer alirken, Chamaecicer grubunda ise sadece C.
chorassanicum L. yer almaktadir. Polycicer ve Acanthocicer gruplar ise tek yillik
tirleri igermezler. Polycicer grubunda 25, Acanthocicer grubunda ise 7 ¢ok yillik
nohut tiirii bulunmaktadir (Frediani ve Caputo 2005). Bu gruplar icinde ekonomik
olarak 6nemi olan tiir sadece C. arietinum'dur. Kiiltiir nohudu olan Cicer arietinum
L. diploid (2n=2x=16) bir baklagil bitkisidir (Sethy ve dig., 2006).
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Baklagiller insan beslenmesinde 6nem tasiyan bitkisel kaynakli besinlerdir. Diger
bitkisel kaynakli besinler ile karsilastirildiklarinda besin degeri bakimindan bir¢ok
istiinliige sahiptirler. Yemeklik tane baklagillerin kuru tanelerinin bilesimlerinde
%18-36 oraninda protein bulunmaktadir ve proteinlerinin hazmolunabilirlik
dereceleri de oldukca yiiksektir (%78). Elzem aminoasitler bakimindan da hayvansal
proteinlere yakin degerler gdstermektedir. Taneler hem vitamin (A, B, C ve D) hem

de minerallerce (Fe, P, Ca) zengindir.

Diinyada tarimi yapilan yemeklik tane baklagil tiirleri i¢erisinde ekim alani ve tiretim
bakimindan kuru fasiilye (Phaseolus vulgaris L.) ve bezelye (Pisum sativum L.) 'den
sonra nohut (Cicer arietinum L.) Gigiincii sirada yer almaktadir. FAO verilerine gore
son bes yilda (2009-2013) nohut iiretici iilkelerin siralamasi 1) Hindistan 2)
Avusturalya 3) Pakistan 4) Tiirkiye 5) Myanmar seklindedir. Tiirkiye'de nohut 2013
yilinda 4.235.570 dekar alana ekilmis ve toplamda 506.000 ton nohut iiretilmistir.
Dekar basina ortalama verim 2013 yilinda 121 kg olmustur.

Nohut tohum rengi ve cografik dagilimina gore genellikle desi ve kabuli olarak iki
grup olusturmaktadir. Desi; Hindistan orjinli olup kiigiik, kirisik yiizeyli, koseli ve
koyu renklidir. Desi Hint dilinde yerel anlamima gelmektedir. Cigekleri genellikle
mavi ya da mor renktedir. Bu tip nohut ¢esitleri, genellikle kisa boylu olup (15-60
cm arasinda), yapraklarini olusturan yaprakciklar kiiciiktiir. Saplarinda ve
ciceklerinde genellikle antosiyanin bulunur. 1000 tane agirliklar1 100-300 g arasinda
olup, tane renkleri de genellikle sar1, kahverengi, siyah veya yesilimsi renkte olabilir.
(Babaoglu, 2003). Yari-kurak tropik bolgelere uyum saglamis ve Hindistan,
Etiyopya, Avustralya, Afganistan ve Iran gibi iilkelerde ¢ok yaygin olarak

ekilmektedir ve soguga kabuli tipindekilere oranla daha dayaniklidirlar.

Kabuli ise Akdeniz ve Ortadogu orjinlidir, biiyiik, piiriizsiiz ylizeyli ve bej renklidir,
taneleri ¢ok iri ve kogbast seklindedir (Miao ve dig., 2009 ). Kabuli tipi daha uzun
boylu (yaklasik 1 m) olup, yaprakgiklar1 daha biiyiiktiir. Antosiyanin olusumu
gozlenmez. Baklalar icerisinde ¢ogunlukla tek tane olusur. Bitkinin ¢igekleri beyaz
renklidir. Tohum kabuklar1 incedir. 1000 tane agirliklart ortalama 400-600 g arasinda
degiskenlik gosterir. Bu tip nohut cesitleri, daha ¢ok 1liman bolgelere adapte

olmuslardir ve soguga dayanikli degildirler.
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Desi ve kabuli tiplerine ait ortalama kompozisyon degerlerinin % 22 protein, % 4.5
yag, % 63 karbonhidrat, % 8 diyet lifi ve % 2.7 kil igerigi oldugu bilinmektedir
(Miao ve dig., 2009). Nohut ayrica folat, Bs ve C vitamini ve ¢inko bakimindan
olduk¢a zengindir. Desi grubuna ait nohutlarin diyet lifi oran1 kabuliye gore daha

fazladir bu ylizden glisemik indeksleri de oldukea diisiiktiir.

Kara nohut da Malatya yoresine ait olduk¢a koyu renkli ve kiiciik taneli yoresel bir
nohut c¢esididir. Yore halki tarafindan kara c¢orba, dogme corbasi gibi cesitli
corbalarin yapiminda ve yarmaca denilen kabuklarindan ayrilip ikiye bolinmiis
haliyle bir diger ad1 da muhaser olan yarmacali pilav yapilarak tiiketilmektedir. Cicer
ariethum L. ayrica Hindistan'da Bengal gram, Latin Amerika'da Garbanzo, Arap
tilkelerinde Hommes ve Hamaz, Tiirkiye'de ise nohuta ilave olarak leblebi isimleriyle
anilmaktadir (Hannan ve dig., 2001). Nohut ayrica yesil haliyle taze olarak
tilketilebildigi gibi, haglanarak yemekleri yapilmakta, kavrularak atistirmalik bir gida
olan leblebi olarak iiretilmekte ve un haline getirilerek ekmek yapiminda ve cesitli

¢orbalarda kullanilmaktadir.
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3.MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzeme
3.1.1 Kara nohut 6rnekleri

Malatya'da yetistirilip hasat edilen kara nohut; Istanbul'da yoresel iiriinler satan yerel
bir marketten 2013 yil1 hasatina ait olarak temin edilmis ve bu arastirmada materyal
olarak kullanilmistir. Analiz siiresine kadar oda sicakliginda kuru bir ortamda

muhafaza edilmistir.
3.1.2 Calismada kullamlan kimyasal ve cihazlar

Calismada kullanilan kimvasalllar:

Direngli nisasta tayin kiti (Megazyme, Co. Wicklow, Ireland), Amiloz-amilopektin
tayin kiti (Megazyme, Co. Wicklow, Ireland), Pullulanaz Enzimi (Promozyme 400L-
P2986, Sigma Aldrich), Maleik asit (Merck), Kalsiyum kloriir (Merck), Sodyum azid
(Sigma Aldrich), Potasyum hidroksit (Merck), Sodyum hidroksit (Sigma Aldrich),
DMSO-Dimetil siilfoksit (LAB-SCAN), Glasial asetik asit (Riedel-de Haen), Susuz
sodyum asetat (BDH), Sodyum kloriir (Riedel-de Haen), Magnezyum kloriir (Sigma
Aldrich), Manganez kloriir (CARLO ERBA), Etanol (Sigma Aldrich), Hekzan
(Sigma Aldrich).

Calismada kullanilan cihazlar:

Diferansiyel taramali kalorimetre (TA Q10,TA Instruments, ABD), X-isin
difraksiyonu (X’Pert PRO PANalytical, Hollanda), Hizl1 vizkozite analizleyici (RVA
4500, Pertern Instruments, Isveg), Taramali elektron mikroskobu (FEI Quanta 250
Company, Hillsboro, Oregon, ABD), UV-Visible spektrofotometre (SP-3000 nano
OPTIMA, Japonya), Hizli nem o6l¢iim cihazi (Shimadzu MOC63u Uni Bloc,
Japonya), Hassas terazi (S-403 Denver Instrument, Almanya), Calkalamali su
banyosu (Memmert, WNB 14, Almanya), Etiiv (Memmert UNB-100, Almanya), pH
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metre (HI 110 Series,HANNA Instruments, ABD), Tiip karistirici (IKA Almanya),
Blender (Waring Commercial 7011 HS, ABD), Manyetik karistirict (IKA RH Basic
2 IKAMAG, Almanya), Santrifiijj (SIGMA 2-16 PK, Almanya), Mikrosantrifiij
(Hettich Zentrifugen,Mikro-120), Almanya), Gerhardt Soxtherm Otomatik Yag
Tayin Cihaz1 (Gerhardt Soxtherm, Almanya), Liyofilizator ( Christ Alpha 1-2 LD
Plus, ingiltere).

3.2 Yontem
3.2.1 Kara nohuttan nisasta eldesi

Nisasta eldesinde Singh ve dig. (2004) tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir.
Kara nohut 6rnekleri tas ve ¢opiinden ayrildiktan sonra %0.16 sodyum hidrojen siilfit
iceren suda 50°C’lik su banyosunda 16 saat siireyle bekletilmistir. Bu siire sonunda
suyu uzaklastirilan kara nohut ornekleri blender (Tefal Smart Power 700W) ile
ogitilmis ve distile suyla yikanarak 125um’lik elekten (Retsch-Almanya)
gecirilmistir. Elekten gecen kisim 1 saat oda kosullarinda bekletilmis, sonrasinda
2800 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen nisasta 40 °C’de etiivde 12
saat kurutulmustur. Analize kadar olan siirede oda sicakliginda ve kuru bir ortamda

muhafaza edilmistir.
3.2.2 Kara nohuttan un eldesi

Kara nohut tas ve ¢opiinden ayrildiktan sonra Waring blenderde 6giitiilmiis ve analiz

stiresine kadar oda sicakliginda ve kuru bir ortamda muhafaza edilmistir.

3.2.3 Kompozisyon analizleri

Kara nohuttan elde edilen nisastada ve unda toplam nem, toplam kiil, toplam protein

miktari tayin edilmistir.
3.2.3.1 Toplam nem miktari tayini

Nem tayini AOAC 925.10 numarali metodu kullanilarak gergeklestirilmistir (AOAC,
2002). Onceden sabit tartima getirilmis metal kaplara yaklasik 2g &rnek tartilmis ve
135 °C etlivde 2 saat kurutulmustur. Analiz iki tekrarli olarak gergeklestirilmis ve

sonucu denklem 3.1’e gore hesaplanmustir.
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ornek agirhigr — kurutulmus 6rnek agirhigi
%nem = - — x 100 (3.1
ornek agirhigi

3.2.3.2 Toplam kiil miktar: tayini

Toplam kiill miktar1 tayini AOAC 923.03 nolu metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir(AOAC, 2002). Agirligr bilinen krozeler igine yaklasik 3g 6rnek
tartilmigtir. 425 °C'de 45 dakika kapagi acik sekilde, 485 °C'de kapak yarim agik
sekilde 45 dakika ve 550 °C'de kapak tam kapali sekilde 16 saat boyunca kiil
firminda bekletilmistir. Analiz iki tekrarli olarak gerceklestirilmis ve sonucu

denklem 3.2’ye gore hesaplanmustir.

. kil agirhig
ornek agirhgi

3.2.3.3 Toplam protein miktari tayini

Protein miktar1 tayini AOAC 920.87 metodu kullanilarak gergeklestirilmistir
(AOAC, 2002). Yaklasik 1 g 6rnek yakma tiipiine alinmis, {izerine katalizor ve 25 ml
derisik H2SO4 eklenmistir. Yakma islemine agik yesil renk goriildiikten sonra 30
dakika daha devam edilmis, soguduktan sonra destilasyon asamasina gegilmistir.
Destilat 0.2 N HCI ¢ozeltisi ile titre edilmistir. Titrasyon asamalari sonunda elde
edilen sarfiyat kaydedilerek toplam azot ve protein miktar1 denklem 3.3’c¢ gore
hesaplanmistir. Analizler iki tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
(V2 — V1)ml x normalite x 0,014

%N = 100 3.3
% ornek agirhigi X 3-3)

V1: kor igin ml 0.2 N HCI sarfiyati, V2: 6rnek i¢in ml 0.2 N HCI sarfiyati,

% protein =% N x 6,25 (3.33)

3.2.3.4 Toplam yag miktar1 tayini

Yag miktar tayini i¢in yaklasik 3 g 6rnek tartilmis ve Gerhardt Soxtherm Otomatik
Yag Tayin Cihaz1 (Gerhardt Soxtherm, Almanya) ile 200 °C'de ¢alistirilmustir. islem
sonucunda evoporatdre alinan ¢dzgen ucgurulmustur. Analizler iki tekrarli olarak

gerceklestirilmis ve sonug¢ denklem 3.4’e gore hesaplanmustir.
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. yag agirhigi
9 = —— X% 100 3.4
foyag ornek agirhigi 3.4

3.2.4 Nisastanin enzim ile modifikasyonu ve enzime direncli nisasta iiretimi

Nisastanin enzim ile modifikasyonu ve enzime direngli nigasta iiretiminde Reddy ve
dig. (2013) tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir. 0,1M sodyum asetat tamponu
(pH 5,3) ile kuru bazda agirlikga %10 nisasta iceren siispansiyon hazirlanmistir.
Enzim uygulamasi hem jelatinize nisastada hem de dogal halde bulunan nisastada
gerceklestirilmistir. Jelatinize nisasta; nisasta slispansiyonunun 10 dakika kaynar su
banyosunda karistirilarak bekletilmesiyle elde edilmistir. Dogal halde bulunan
nisasta slispansiyonu ve jelatinize nisasta slispansiyonu sicakliklart 60°C'ye
ulastiginda 40U/g pullulanaz enzimi ilave edilmis ve 10 saat boyunca 60°C'de
calkalamali su banyosunda inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasi enzim
aktivitesinin durdurulmasi i¢in enzim ilaveli nisasta siispansiyonlar1 kaynar su
banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Kontrol grubu olarak aymi sekilde nisasta
siispansiyonu hazirlanmis ve diger gruplarla birlikte 121°C 30 dakika
otoklavlanmistir. Otoklavdan c¢ikartilan Ornekler oda sicakligina sogutulmus ve
4°C’de buzdolabinda 24 saat bekletilmislerdir. 24 saat sonunda Ornekler 4024xg
hizda 10 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasinda petrilere aktarilarak
-20°C'de dondurulmuslardir. Tiim o6rnekler liyofilize edilmis ve analiz siireci
boyunca -20°C'de depolanmislardir. Tim bu islemler 2 tekrarli yapilmistir. Dogal
nisastaya enzim uygulamasi yapilmasi sonucu elde edilen 6rnekler DNE; Jelatinize
nisastaya enzim uygulamasi yapilarak elde edilen ornekler GNE; kontrol grubu
olarak dogal nisastanin otoklavlanip retrograde edilmesiyle elde edilen 6rnekler RNK

kisaltmalariyla kodlanmiglardir.

3.2.5 EDN ve toplam nisasta miktar1 tayini

Direngli nisasta tayini i¢in AOAC 2002.02 Metodu ile AACC 32-40 Metodu esas
alinarak gelistirilen Megazyme Direngli Nisasta Analiz Kiti (140307-1, Megazyme
Int., Irlanda) kullanilmistir. Islem uygulanan ve dogal halde bulunan nisasta ve kara
nohut unu analize tabi tutulmustur. Bu ydntemde 37 °C'de a-amilaz ve
amiloglukozidaz varliginda 16 saat inkiibe olan nisasta ve un Orneklerinden ilk
asamada direngli olmayan nisasta ¢Ozlinmiis ve glikoza pargalanmistir. Direngli

nisasta ise santrifiij islemi sonrasindaki ¢okiintii kisimda elde edilmis olup, etanolle
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yikama ve potasyum hidroksit i¢inde ¢6zme gibi asamalardan sonra amiloglikozidaz
enzimi ile glukoza hidroliz edilmistir. Direncli nisasta ve toplam nisasta degerleri
ayrt ayri, glukozun spektrofotometrik olarak belirlenmesiyle elde edilmistir.
Analizler 2 tekrarli olarak gergeklestirilmis olup sonuglar denklem 3.5 ve 3.6’ya gore

hesaplanmustir.
F
direngli nisasta (%) = AElXWX9,27 (3.5)
F
direncli olmayan kisim (%) = AEZXWX()O (3.6)

AE1: kor numuneye karsi okunan absorbans (direncli nigasta i¢in)
AEy: direngli olmayan nisasta i¢in kor numuneye karsi okunan absorbans
F: 100/GOPOD absorbans1
W: [tartilan numune miktar1 x (100-nem igerigi) x 100] (3.5a)
*9,27 ve *90: deneysel ¢cevirme katsayilar

3.2.6 Hizh ve yavas sindirilen nisasta miktar tayini

Direncli nisasta tayini ile aym olarak AOAC 2002.02 Metodu ile AACC 32-40
Metodu esas alinarak gelistirilen Megazyme Direngli Nigasta Analiz Kiti (140307-1,
Megazyme Int., Irlanda) kullanilmistir. islem uygulanan ve dogal halde bulunan
nisasta Ornekleri analize tabi tutulmustur. 37 °C'de 20 dakika a-amilaz ve
amiloglukozidaz varhiginda inkiibe olan nisasta Orneklerinden santrifiij sonrasi
cokelti haline gelen direncli nisasta kismi uzaklastirilmis ve glukoza pargalanmis
olan hizli sindirilen kisimdan hizli sindirilen nisasta miktar1 spektrofotomektrik
olarak belirlenmistir. Benzer sekilde a-amilaz ve amiloglukozidaz varliginda 37
°C'de 120 dakika inkiibasyon sonrasi ise yavas sindirilen kisimdan santriflij sonrasi
cokelti haline gelen direncli nisasta kismi uzaklastirilmis ve glukoza pargalanmis
olan yavas sindirilen nisasta miktar1 spektrofotomektrik olarak belirlenmistir. Yavas
sindirilen nisastanin absorbans degerinden hizli sindirilen nisastanin absorbans

degeri cikartilarak yavas sindirilen nisasta miktar1 denklem 3.8’e gore, hizh

21



sindirilen nisasta miktar1 ise denlem 3.7’ye gore hesaplanmistir. Analizler iki tekrarl

olarak gerceklestirilmistir.

Hesaplamalar

G20x09xF
HSN (%) = ———"" %100 (3.7)
W
G120 —G20)x09xF
YN (%) = 82 i/e x 100 (3.8)

HSN: hizli sindirilen nisasta
Y SN: yavas sindirilen nisasta
Goo: 20 dk’lik inkiibasyondan sonra serbest kalan glukozun absorbansi
G120:120 dk’lik inkiibasyondan sonra serbest kalan glukozun absorbansi
F: 100/ GOPOD absorbansi (3.7a)
W:[tartilan 6rnek miktar1 x (100-nem igerigi)/100] (3.7b)

0,9 sayist deneysel bir faktor olarak monosakkaritlerin polisakkaritlere dontisiimi

amaciyla kullanilmaktadir.

3.2.7 Amiloz-amilopektin miktar tayini

Megazyme Amiloz/Amilopektin Analiz Kiti (140609-2, Megazyme Int., irlanda)
kullamilmistir. Islem gdrmiis ve dogal halde bulunan nisasta ornekleri dimetil
stilfoksit ilavesiyle kaynar su banyosunda tamamen disperse edilmistir. Etanol ilave
edilerek nisasta ¢okeltilmis, ¢okeltinin geri doniisiimiiyle yaglar uzaklastirilmistir.
Nisasta ¢okeltisi asetat i¢inde ¢oziindiiriiliip conA ilave edilmis ve santrifiijlenmistir.
Bu islem amilopektini uzaklagtirmak i¢in yapilmistir. Sonrasinda amiloz ve toplam
nisasta D-glukoza hidrolize edilmistir, amiloz degeri glukoz oksidaz peroksidaz
ilavesi ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Analiz iki tekrarli olarak

gerceklestirilmis ve amiloz miktar1 denklem 3.9 kullanilarak hesaplamistir.

Amiloz (%) ConA absorbans degeri 66.8 3.9)
milo = , .
20 toplam nisasta absorbans degeri X
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3.2.8 Nisasta orneklerinin fonksiyonel 6zellikleri

3.2.8.1 Su tutma ve suda coziiniirliik ozellikleri

Nigasta 6rneklerinin su tutma ve suda ¢oziiniirliik 6zellikleri belirlenirken Reddy ve
dig. (2013) tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir. Bu amagla darasi kaydedilmis
olan santrifiij tiiplerine 0,5g ornek tartilmis ve iizerlerine 6 ml distile su ilave
edilmistir. 30°C'de 30 dakika boyunca, her 10 dakikada bir ¢ikartilip vortekslenerek
su banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikartildiktan sonra 3000xg hizda 10
dakika santrifiij edilmistir. Sivi kism1 daha onceden sabit tartima getirilmis olan
petrilere aktarilip 105°C etlivde 4 saat kurutulmustur. Santrifiij tiipinde kalan yas
kisim tartilmistir. Hesaplamalar denklem 3.10 ve 3.11°e gore yapilmistir. Analizler

iki tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

siv1 kisimda ¢6ziinmiis madde miktari

suda ¢oziintrlik (%) = x100 (3.10)

tartilan 6rnek miktari

yas kalint1 miktar1

(3.11)

su tutma kapasitesi = -
P tartilan 0rnek miktari — ¢6ziinmiis madde miktar

3.2.8.2 Sisme ozellikleri

Nigasta orneklerinin sisme Ozellikleri belirlenirken Reddy ve dig. (2013) tarafindan
belirtilen yontem kullanilmistir. 0,2 g 6rnek tartilmis ve lizerine 20 ml distile su ilave
edilmistir. Nisasta silispansiyonu 85°C su banyosunda her 5 dakikada bir
vortekslenecek sekilde 30 dakika boyunca bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikartilan
ornekler 2200 rpm hizda 15 dakika santrifiij edilmistir. S1vi kisim daha 6nceden sabit
tartima getirilen ve daralar1 kaydedilmis olan petrilere aktarilip 105 °C'de 4 saat
kurutulmustur. Hesaplama denklem 3.12’ye gore yapilmistir. Analizler iki tekrarl

olarak gerceklestirilmistir.

sediment miktari

sisme glicii = (3.12)

tartilan 6rnek miktar1 — ¢oziinen nisasta miktari
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3.2.8.3 Emiilsiyon olusturma ozellikleri

Nisasta Orneklerinin emiilsiyon kapasiteleri belirlenirken Abdul-Hamid ve Luan
(2000) tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir. 20 ml % 7'lik nisasta ¢ozeltisi
hazirlanmig ve tlizerine 20 ml misir yagi ilave edilmistir. Blender (Tefal smart power
700W) ile 5 dakika yiiksek devirde karistirilarak emiilsiyon olusumu saglanmustir.
Hazirlanan emiilsiyon 3000xg hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiyj
sonrasinda deney tiipli skalasindan okunan toplam yiikseklik ve emiilsiyon yiiksekligi
degerleri kaydedilmistir. Hesaplama denkem 3.13 kullanilarak yapilmistir. Analizler
iki tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
emilsifiye faz hacmi

Emdilsi k itesi = 100 3.13
muisyon kapasttest toplam s1vi hacmi X ( )

3.2.8.4 Yag Tutma Ozellikleri

Nisasta orneklerinin yag tutma 6zellikleri belirlenirken Abdul-Hamid ve Luan (2000)
tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir. Daras1 kaydedilmis olan deney tiiplerine
4g ornek tartilmis ve tizerine 20 ml misir yagi ilave edilmistir. 30 dakika boyunca her
5 dakikada bir, 30 saniye vortekslenmistir. Vorteksleme sonrasinda 1600 x g hizda
25 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij edilen orneklerden ayrilan yag darasi bilinen
bir kaba aktarilip tartilmistir. Santrifiij tiipiinde kalan yaglh nisasta tartilmigtir.
Hesaplama denklem 3.14 kullanilarak yapilmistir. Analizler iki tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.

yagli sediment miktar1 — 6rnek miktari

Yag tutma kapasitesi = (3.14)

ornek miktari

3.2.8.5 Sinerezis ozellikleri

Nisasta Orneklerinin sinerezis 6zelliklerinin belirlenmesinde Singh ve dig. (2004)
tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir. %2 'lik nisasta siispansiyonu 85°C'de su
banyosunda 30 dakika bekletilmistir. Bu islemi takiben buz dolu bir kapta oda
sicakligina kadar sogumasi saglanmistir. 24 saat, 48 saat ve 120 saat sonunda
yapilacak santrifiij islemleri i¢cin ayr1 deney tiiplerinde Ornekler hazirlanmstir.
Hazirlanan ornekler 24 saat, 48 saat ve 120 saat sonunda 1648xg hizda 20 dakika

santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra ayrilan suyun tartilmasiyla hesaplama
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denklem 3.15  kullanilarak  yapilmistir.  Analizler iki  tekrarli  olarak

gergeklestirilmistir.

Serbest kalan su miktari

sinerezis (%) = (3.15)

Sediment miktari

3.2.8.6 Bulamiklik Ozellikleri

Nisasta orneklerinin bulaniklik 6zelliklerinin belirlenmesinde Singh ve dig. (2004)
tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir. Deney tiiplerine 0,5 g nisasta tartilip
tizerine distile su ilave edilerek % 1’lik nisasta siispansiyonu hazirlanmistir.
Hazirlanan 6rnekler 90°C'de ¢alkalamali su banyosunda 1 saat siireyle bekletilmis ve
her 10 dakikada bir vorteks karistirict ile karigtirilmistir. Su banyosundan ¢ikartilan
ornekler 30°C’lik su banyosunda 1 saat siireyle sogutulmustur. Hazirlanan 6rnekler 5
giin boyunca 4°C'de depolanmistir. Her 24 saat sonunda okunmak tizere farkli deney
tiiplerinde hazirlanan 6rneklerde bulaniklik 6l¢timleri 640 nm dalga boyunda suya

kars1 spektrofotometrik olarak yapilmistir.

3.2.9 Nisasta érneklerinin ve unun termal o6zellikleri

Nigasta Orneklerinde ve unda jelatinizasyon ve retrogradasyonun incelenmesi
diferansiyel taramali kalorimetre DSC (TA Q10,TA Instruments, ABD) cihaz1 ile
yaptlmistir. Hughes ve dig. (2009) tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir.
Analiz i¢in 0rnek hazirlama asamasinda, aliiminyum tavaciklara 3 mg nisasta 6rnegi
tartilmig, lizerine 11 pl su ilave edilmis ve ardindan hemen hermetik kapatma
diizeneginde kapatilmistir. Hazirlanan oOrnekler oda kosullarinda 24 saat
bekletilmistir. Ornekler 10°C/dak 1sitma hiziyla 30°C'den 130°C’a 1sitilarak
termogramlar1 elde edilmistir. Referans olarak bog DSC kabi kullanilmistir. Elde
edilen verilerde Orneklere ait jelatinizasyon ve retrogradasyon endotermik
piklerinden yararlanilmig, baslangic (To) ve pik (Tp) sicakliklar: ile pikin altinda
kalan alandan entalpi degerleri (AH) hesaplanarak termogramlar degerlendirilmistir.

Analizler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.2.10 Nisasta orneklerinin ve unun viskozite ozellikleri

Visko analizér (Rapid Visco Analyzer: RVA; Newport Scientific, Avustralya) ile

nisasta Orneklerinin ve unun suda 1sitma-sogutma sirasindaki davraniglari

25



incelenmesi amaciyla %14 nem esasina gore 3,5 gram numune tartilmis ve iizerine

25 ml distile su ilave edilmistir. Cihazin 6zel kabina karistirici palet yerlestirildikten

sonra cihaza konularak, cihaza ait Standart 1 profili kullanilarak RVA 6zellikleri

belirlenmigtir. Standart 1 profili asagida cizelge 3.1 'de verilmistir. Analiz iki tekrarli

olarak gergeklestirilmis olup, analizde kullanilan su ve ornek miktarlar1 denklem

3.16 ve 3.17 ile hesaplanmustir.

W, =25 +(M1-M>)

M2=(100-14) X M1(100-Wh)

Mz1: %14 nem esasina gore tartilmasi gereken 6rnek miktari

M2: nem miktarina gore diizeltilmis 6rnek miktari
W3i: 6rnegin nem miktari(%)

W>: diizeltilmis su miktari

Cizelge 3.1 : RVA “Standart 1” profilindeki sicaklik-hiz degisimi .

Siire

Saat:Dak:Sn Kriter Deger
00:00:00 Sicaklik 50°C
00:00:00 Hiz 960 rpm
00:00:10 Hiz 160 rpm
00:01:00 Sicaklik 50°C
00:04:42 Sicaklik 95°C
00:07:12 Sicaklik 95°C
00:11:00 Sicaklik 50°C
00:13:00 Sicaklik 50°C

(3.16)

(3.17)

Analiz sonucunda incelme sonrasit viskozite (through viscosity), 95°C° deki

maksimum viskozite (peak viscosity), karistirma ile viskozite azalmasi (breakdown),

son viskozite (final viscosity), katilagsma viskozitesi (setback viscosity) ve pik zamani

(peak time) degerleri belirlenerek uygulanan islemler sonucu nisasta 6zelliklerinde

ortaya ¢ikan degisiklikler incelenmisgtir.
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3.2.11 Xism difraksiyon dagilim

Nisasta 6rneklerinin ve unun kristal yapisi Phillips X Pert Pro, X 1s1m1 kirinim cihazi
(PANanalytical, Hollanda) kullanilarak (45 kV, 40 mA, Cu Ka 151ma, A= 1,544 A)
saptanmigtir. Nisasta ornekleri ve un 1°/dak hizinda 10°-35°(20) ile oda sicakliginda
taranmigtir. Numune Ol¢lim sonuglarina gore kristal ve amorf faz miktar1 hesaplanip

degerlendirilmesi yapilmastir.

3.2.12 Nisasta érneklerinin ve unun graniil yapisi ve dagilim

Nigasta Ornekleri ve unun graniil yapis1 ve graniil dagilimi, taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak saptanmistir. (FEI Quanta 250 Company, Hillsboro,
Oregon, ABD). Karbon kullanilarak sivri uglu aliiminyum aparata yapistirilan

ornekler; yilizeyindeki fazlalik yiiksek basingli hava ile uzaklastirilmig ve ardindan

altin-palladyum ile kaplanmistir (Quorum SC7620, Quorum Teknoloji LTD, Kent,
UK). Hazirlanan 6rnekler taramali elektron mikroskobunda 800-1000-4000-10000 ve
20000X oraninda biiyiitiilerek goriintiilenmistir.

3.2.13 istatistiksel analiz

Arastirma verileri SPSS 21. versiyon istatistik programi kullanilarak tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Farklarin 6nemli bulundugu
durumlarda ortalamalar DUNCAN Coklu Aralik testi kullanilarak 0.05 ©6nem

diizeyinde karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Dogal Nisastanin ve Unun Kompozisyonu

Dogal nisasta ve un 6rneklerine ait saptanan toplam nem, kiil, protein ve yag

degerleri cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1: Dogal nisasta ve una ait temel bilesenler (%) kuru madde bazinda

ornek Nem Kiil Protein Yag
KNN 11,64+0,02 0,07+0,02 0,85+0,12 0,44+0,05
KNU 10,19+0,1 2,86+0,04 20,99+0,04 4,28+0,42

Orneklerin nem miktar incelendiginde; dogal nisastaya ait nem %211,64 olarak
bulunmustur. Una ait nem igerigi ise %10,19 olarak bulunmustur. Hughes ve dig.
(2009) yapmis olduklar1 ¢alismada nohut gesitlerine ait nem igeriklerini %8,78 -
%11,45 araliginda bulmuslardir. Literatiirde Singh ve Kaur (2005) farkli nohut
cesitlerinin unlariyla yapmis olduklari calismada bulmus olduklart %6,64-8,59
degerleri ve Chung ve dig. (2008) farkl ¢esitlere ait nohut unlarinin nem degerlerini

%7,4-7,6 araliginda bulmuslardir.

Kiil miktar1 dogal nisasta i¢in %0,07 olarak tespit edilmis olup literatiirde edilen
edilen degerlere benzer sonuglar bulunmustur. Miao ve dig. (2009) desi ¢esidi nohut
nisastasinda kiil miktarin1 %0,05 olarak bulmuslardir. Un i¢in ise bulunan deger Kaur
ve Singh (2005)’in yapmis olduklar1 ¢aligmada bulmus olduklar1 %2,72-2,91 aralig

icersinde olup literatiir verileriyle benzerlik gostermistir.

Cizelge 4.1'e bakildiginda protein miktar1 dogal nisastada %]l'den disiik
bulunmustur. Bu sonug¢ nigastanin safliginin yiliksek oldugunu gostermektedir
(Hughes ve dig., 2009). Benzer sekilde Singh ve dig. (2004) yapmis olduklar
caligmada, nohut nisastasina ait protein degerlerini % 0,69-0,85 araliginda

bulmuglardir. Una ait protein degerleri ise; Chung ve dig. (2008)’nin ve Kaur ve
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Singh (2005)’in sirastyla bulmus olduklari; % 20,7-25,0 ve % 20,6-24,3 degerleriyle

benzerlik gostermektedir.

Dogal nisastaya ait bulunan yag % degeri literatiirde yapilan ¢alismalarla benzerlik
gostermektedir. Hughes ve dig. (2009) nohut nisastasiyla yapmis olduklar
caligmalarinda yag igerigini %0,21 ile %0,46 araliginda bulmuslardir. Benzer sekilde
una ait olan yag orani da Chung ve dig. (2008)’nin ¢alismalarinda bulmus olduklar1

% 6,5-7,1 sonucuyla benzerlik gostermektedir.

4.2 Nisasta Orneklerinin ve Unun EDN ve Toplam Nisasta icerikleri

Nisasta drneklerinin ve unun EDN degerleri ve toplam nisasta degerleri Cizelge

4.2'de verilmektedir.

Cizelge 4.2: Nisasta 6rnekleri ve una ait % EDN ve % toplam nisasta icerikleri”

ornek EDN Toplam Nisasta
DNE 16,35+ 0,41a 82,46+6,36 a
RNK 11,63+0,42 b 84,85+5,76 a
GNE 12,34+0,76 b 79,1245.01 a
KNN 15,19+1,27 a 86,76+3,51 a
KNU 4,99+0,60 ¢ 44,29+3.86 b

“Degerler iki islem tekrar1 ve paralel analiz sonuglara ait ortalama degerler + standart sapma olarak
verilmistir. Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiksel olarak
onemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

Cizelge 4.2'yve bakildiginda, dogal kara nohut nisastasi1 (KNN) %15,19 EDN
igerirken otoklavlanmis olan retrograde nisastada (RNK) bu oranin %11,63'e diistiigii
goriilmektedir. Dogal haldeki nigastada bulunan EDN, Tip-2 EDN olup yeterli 1s1l
islem uygulamasi ile yapisi bozulabilmektedir (Brown, 1996; Nugent, 2005). Bu
nedenle otoklavlanmis olan Orneklerde EDN miktar1 azalmaktadir. Burada Tip-2
EDN’nin yapisi bozulmakta, otoklavlama sirasindaki kismi jelatinizasyon ve
kurutma sirasindaki retrogradasyon ile Tip-3 EDN olusmaktadir. Enzim ile hidroliz
edilen dogal nisastanin (DNE) EDN miktarlar1 otoklavlanan 6rneklere (RNK, kontrol
grubuna) gore yiiksekken (p<0,05), jelatinize edilen nisastaya enzim ilavesiyle elde
edilen orneklerde (GNE) istatistiksel olarak fark yoktur (p>0,05). Dogal nisasta
(KNN) ile enzim uygulanmis Ornekler karsilastirildiginda ise; DNE ile KNN
arasindaki fark 6nemli degilken (p>0,05), hem RNK ve hem GNE nisastalarinda
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onemli bir disiis dikkat gekmektedir (p<0,05). Bu diislis yine otoklavlama islemiyle
iliskilendirilmektedir. Kontrol grubu nisasta (RNK) ile DNE kiyaslandiginda ise
enzim uygulamasi-otoklavlama ve retrogradasyon islemlerinin etkisiyle EDN

miktarinda %40,6 oraninda artis elde edilmistir.

Hidroliz ile birlikte nisastadaki dallanma noktalar1 (a-1,6 baglar1) parcalanmakta ve
boylelikle lineer zincirlerin sayis1 artmaktadir. Olusan bu lineer zincirler, enzim ile
inkiibasyon ve sonrasindaki kurutma sirasinda birbirleriyle daha kolay etkilesime
girip enzime direngli yapilarin olusumunu arttirmaktadir. Literatiirde yapilmis olan
caligmalara bakildiginda; Kdoksel ve dig. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, misir
nisastas1 dogal formda EDN icermezken, uygulanan jelatinizasyon, otoklavlama ve
etiivde kurutma islemleri sonucunda %8,1 diizeyinde EDN olustugu tespit edilmistir.
Bir diger benzer calismada; Polesi ve Sarmento (2011) nohut nisastasina enzim
uygulamasi sonucu EDN igerigini % 16'dan % 20 ve % 32'ye ylikselmistir. Enzim

uygulamasi en ¢ok jelatinize nisastada etkili olmustur.

Dogal nisastada ve unda bulunan EDN miktarlari, Chung ve dig. (2008)’nin yapmis
olduklar1 ¢calismanin nisasta ve un i¢in sonuglar1 olan sirasiyla %8,4-18,4 ve %3,1-
6,4 degerleriyle benzerlik gostermistir. Yine ayni ¢alismada nohut unundaki toplam
nigasta degeri %42,9-46,3 araliginda bulunmustur. Cizelge 4.2 incelendiginde KNU
toplam nigasta degerinin literatiir sonuglariyla benzer oldugu goriilmektedir. Toplam
nisasta miktar1 acisindan enzim uygulamasi yapilan nisasta 6rnekleri ile dogal nisasta

arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05).

4.3 Nisasta Orneklerinin HSN ve YSN icerikleri

Dogal nisasta ve islem gormiis nisastalara ait hizli sindirilen ve yavas sindirilen

nisasta degerleri cizelge 4.3'de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.3: Nisasta orneklerine ait % HSN ve % YSN degerleri*

ornek HSN (%) YSN (%)
DNE 61,54+3,40 a 3,48+0,13 ¢
RNK 62,24+0,18 a 8,56+0,40 b
GNE 57,92+2,02 a 5,86+1,73 be
KNN 51,31+2,28 b 16,92+1,64 a

*Degerler iki islem ve iki analiz tekrarina ait ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitun
icerisinde farkli harflerle gdsterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak onemli diizeyde farklidir
(p <0,05).

HSN, ince bagirsakta hizla ve tamamen sindirilerek yemek sonrasi kan glikoz
seviyesinin hizla artisina neden olan nisasta fraksiyonudur. YSN ise, ince bagirsakta
HSN'ye gore daha yavas hizda ve tamamen sindirilebilen nisasta fraksiyonudur.
Cizelge 4.3°de HSN degerleri incelendiginde enzim uygulamasi yapilan nisasta
ornekleri ile kontrol grubu nisasta 6rnegi (RNK) arasinda istatistiksel olarak fark
olmadigi goriilmektedir (p>0,05). Dogal nisastaya (KNN) gore ise islem uygulanmis
orneklerde belirgin bir artis olmustur (p<0,05). Hoover ve dig. (2010) yapmis
olduklar literatiir taramasinda nisasta sindirilebilirlik 6zelliklerinin incelenmesinde
yapilan ¢alismalarda farkli metodlar kullanilmis oldugundan anlamli bir karsilastirma
yapilamayacagini bildirmislerdir. HSN ve YSN seviyelerinde ayrica amiloz igerigi,
kristallik ve amilopektin yapisinin etkili oldugu belirtilmistir (Benmoussa ve dig.,
2007; Chung ve dig. 2009). Cizelge 4.3'de YSN degerleri incelendiginde; enzim
uygulamasinin hem nisasta Ornekleri i¢cinde hem de dogal nisastaya gore farkli
sonuglar ortaya c¢ikardigr goriilmektedir. Dogal nisastada YSN degeri %16,92 iken
enzim uygulamalarinda bu degerler istatistiksel olarak azalmis ve en diisiik deger
%3,48 ile DNE 6rneginde goriilmiistiir. Literatiir caligmalarinda pisirilmis ve sicak
olarak tiiketilen patatesteki toplam nisastanin %95’inden fazlasinin HSN oldugu
saptanmistir (Mishra ve dig. 2008). Giizel ve Sayar (2010) nohut nisastasini farkl
modifikasyon islemlerine tabi tutmus ve jelatinize retrograde Orneklerindeki

sonuglart HSN>%60, YSN>%20 olarak bildirmislerdir.

4.4 Nisasta Orneklerinin Amiloz i¢erikleri

Dogal nisasta ve islem gormiis nisastalara ait % amiloz ve amilopektin igerikleri

cizelge 4.4'de verilmistir.
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Cizelge 4.4: Nisasta 6rneklerinin amiloz ve amilopektin igerikleri (%).*

ornek Amiloz (%) Amilopektin (%)
DNE 24,37+0,21 b 75,63
RNK 20,91+0,37 b 79,09
GNE 54,33+7,36 a 45,67
KNN 19,46+1,94 b 80,54

*Degerler iki islem tekrari ve paralel analiz sonuglarina ait ortalama + standart sapmasi olarak
verilmistir. Ayn1 siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak
onemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

Baklagil nisastalar1 yiiksek amiloz icerikleri (%24-%65) ile karakterize edilmektedir
(Hoover ve Sosulski, 1991). Amiloz-amilopektin oraninin nisastalarda jelatinizasyon

ve retrogradasyonu etkiledigi diisiiniilmektedir (Yurvey ve dig., 1998).

Dogal nisastaya ait amiloz igerigi Cizelge 4.4'e bakildiginda %19,46 olarak
goriilmektedir. Literatiirde nohut nisastalar1 ile yapilmis olan calismalarda bulunan
amiloz igeriklerinin  %28,6-%34,3 araliginda oldugu gortimiistiir (Singh ve dig.,
2004). Baska bir ¢alismada Miao ve dig. (2009) desi ¢esidi nohut nisastasinda bu
degeri %35,24 olarak bildirmislerdir. Reddy ve dig. (2013) meksika fasulyesi
nisastasi ile yapmis olduklar1 ¢alismada bu tez calismasinda kullanilan metodlarla
benzer olarak dogal ve jelatinize nisastayr pullulanaz (40U/g) enzimi ile hidrolize
etmisgler ve otoklavlama islemiyle (121°C, 30 dk) devam ederek nisasta 6rneklerinde
EDN igerigini artirmiglardir. Amiloz igeriklerini kontrol grubu nisastada %25,33,
dogal nisastaya enzim uygulamasinda %48,66; jelatinize nisastaya enzim
uygulamasinda ise %67,66 olarak bildirmislerdir. Bu tez calismasinda da jelatinize
nisasta uygulamasindaki amiloz degeri diger tiim nisasta Orneklerine gore artis
gbstermis ve bu fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0,05). DNE, RNK ve

KNN ornekleri arasinda ise istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0,05).

4.5 Nisasta Orneklerinin Fonksiyonel Ozellikleri

4.5.1 Nisasta orneklerinin su tutma ve suda ¢oziiniirliik o6zellikleri

Cizelge 4.5'de verilen degerlere bakildiginda; dogal nisastaya uygulanan islemler
sonucu su tutma kapasitesi degerlerinin artmis oldugu goriilmektedir. Dogal nisasta
ile diger nisasta gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05). DNE,
RNK, GNE o6rnekleri arasinda ise istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0.05).
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Cizelge 4.5: Nisasta 6rneklerinin su tutma kapasiteleri ve suda ¢oziniirliik degerleri

(%)

ornek Su tutma kapasitesi (%0) Suda coziiniirliik indisi (%)
DNE 3,91+£0,35 a 7,65+0,35 b

RNK 3,63+0,18 a 4,15+0,07 c

GNE 3,87+0,29 a 23,64+0,78 a

KNN 1,89+0,12 b 0,4+0,28 d

*Degerler iki islem tekrari ve paralel analiz sonuglarina ait ortalama + standart sapmasi olarak
verilmistir. Ayn1 siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak
o6nemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

Suda ¢oziiniirliik indisi degerlerine bakildiginda ise; en diisiik degerin %0,4 olarak
KNN'ye ait oldugu goriilmektedir. Nisasta drneklerinin her birinin suda ¢oziiniirliik
Ozellikleri birbirinden farkli bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak Onemlidir
(p<0,05). Otoklavlama ve retrogradasyon islemleri nisastanin suda ¢oziiniirlik
indisini arttirmistir. En fazla artis ise %23,64 degeri ile GNE 6rneginde bulunmustur.
Su tutma ve suda ¢oziinilirliik amiloz-amilopektin orani, nisastaya yapilmis olan
termal uygulamalar ve nisasta ekstraksiyon prosediirleri gibi bircok faktdrden
etkilenmektedir (Singh ve Smith, 1997). Polesi ve Sarmento (2011) nohut
nisastastyla yapmis olduklar1 enzimatik olarak EDN {iiretme ¢aligmalarinda su tutma
ve suda ¢Oziiniirliikk indislerini sirasiyla dogal nisastada 1,95 ve %0,03; retrograde
kontrol nisastada 7,45 ve %0,88; dogal nisasta enzim uygulamasinda 6,33 ve % 5,56;
jelatinize nisasta enzim uygulamasinda 5,69 ve % 13,28 bulmuslardir. Bu tez
calismasinda da Polesi ve Sarmento (2011)’nun ¢alismasi ile benzer olarak suda
¢Oziiniirliik ve su tutma indislerinde jelatinizasyon-enzim uygulamasi ve otoklavlama
islemleri ile beraber artis gozlenmistir. Ayn1 amagla yapilan baska bir calismada
Reddy ve dig. (2013) de suda ¢oziiniirliik ve su tutma Ozelliklerindeki artis ve
azalislar1 enzimatik uygulamalarda benzer sekilde bulmuslardir. Islemler aras:
farkliliklarin daha 1y1 ortaya konmasi icin sonuglar sekil 4.1'de toplu halde

gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Nisasta orneklerinin su tutma kapasiteleri ve suda ¢oziiniirliik degerleri.

4.5.2 Nisasta orneklerinin sisme o6zellikleri

Cizelge 4.6’da verilen sonuglar incelendiginde; farkli nigasta 6rneklerine ait sisme
giiclerinin istatistiksel olarak farkli olduklar1 goriilmektedir (p<<0,05). Dogal nisasta
orneginde (KNN) sisme giicii degeri 12,35 g/g iken otoklavlama ve retrogradasyon
islemiyle beraber (RNK) 10,35 g/g'a diismiistiir. Enzim uygulamasi yapilan dogal ve
jelatinize nisastalarin (GNE) sisme giigleri ise retrograde kontrol nigasta drnegine
gore artis gostermistir. Bu artis 20,23g/g degeri ile GNE Orneginde en yiiksek
diizeydedir.

Cizelge 4.6 : Nisasta orneklerinin sisme 6zellikleri.*

ornek Sisme giicii (g/g)
DNE 11,77+0,23¢
RNK 10,35+0,01d
GNE 20,23+0,02a
KNN 12,35+0,07b

*Degerler iki islem tekrar1 ve paralel analiz sonuglarina ait ortalama =+ standart sapmasi olarak
verilmistir. Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak
onemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

Nisastanin sisme giicli, Ozellikle amilopektin fraksiyonunun bir 6zelligidir.
Amilopektin molekiillerindeki kristaller nisastanin sisme giicii ve jelatinizasyon
baslangicin1 belirlemektedir. Amilopektin molekiiliindeki uzun zincir orant (=35
polimerizasyon derecesi) sisme giiciinde artis saglamaktadir. Molekiildeki capraz

baglanmalar ise; molekiiler interaksiyonu gelistirmekte ve sisme giiciinde azalmaya
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neden olmaktadir (Li ve Yeh, 2001). Bu durum yiiksek EDN iceren 6rneklerin diisiik

sisme gliciine sahip olmalarini desteklemektedir.

Literatiirde yapilan c¢alismalar incelendiginde; Singh ve dig. (2004) nohut
nisastastyla yapmis olduklar1 ¢aligmada dogal nisastada sisme giicii degerlerini 11,4-
13,6 g/g olarak bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da KNN'ye ait deger bu sonuca
benzerlik gostermektedir. Bu tez calismasinda da kullanilan metotla benzer olan
Reddy ve dig. (2013)’nin EDN miktarin1 artirmaya yonelik Meksika fasulyesi
nisastasiyla yaptiklar1 ¢alismada, retrograde meksika fasulyesi kontrol nisastasinda
sisme giicli 7,13 g/g; dogal nisastaya enzim uygulanmis ornekte 5,93 g/g; jelatinize
nisastaya enzim uygulanmis 0rnekte 5,44 g/g bulunmus ve sisme giicii degerlerinin

farkli nisasta drneklerindeki EDN igerigi ile ters orantili oldugu bildirilmistir.

4.5.3. Nisasta 6rneklerinin yag tutma ve emiilsiyon olusturma oézellikleri
Dogal nisasta ve islem gormiis nisastalara ait yag tutma ve emiilsiyon olusturma

ozellikleri Cizelge 4.7 'de verilmektedir.

Cizelge 4.7: Nisasta Orneklerinin yag tutma kapasiteleri (ml/g) ve emiilsiyon

olusturma kapasiteleri (%),*

ornek Yag tutma kapasitesi Emiilsiyon kapasitesi
(ml/g) (%)

DNE 1,04+0,06 a 2,63+0,18 ab

RNK 0,84+0,04 b 2,2+0,46 b

GNE 1,05+0,11 a 3,45+0,43 a

KNN 0,61+0,01 c 1,55+0,42 b

*Degerler iki islem tekrar1 ve paralel analiz sonuglarina ait ortalama =+ standart sapmasi olarak
verilmistir. Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak
o6nemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

Cizelge 4.7°de yer alan yag tutma kapasitesi degerleri incelendiginde; dogal
nisastaya uygulanan otoklavlama ve retrogradasyon islemleri sonucunda yag tutma
kapasitelerinde artis goriilmektedir. Enzim uygulamasi yapilan nisasta Ornekleri,
kontrol grubu nisasta ornegi ile karsilastirildiginda belirgin bir artis gézlemlenmis ve
aralarindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,05). Ancak, GNE ve

DNE arasinda istatistiksel olarak fark 6nemli bulunmamistir (p>0,05).
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Emiilsiyon kapasiteleri incelendiginde ise, en diisiik degerin KNN'ye ait oldugu
(%1,55), otoklavlanma ve retrogradasyon islemleri ile bu degerin %2,2'ye yiikseldigi
goriilmiis ancak bu artig istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05). En
yiiksek deger ise %3,45 ile GNE'ye aittir ve istatistiksel olarak diger numunelerden
onemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

Literatiir ¢alismalarina bakildiginda; Abdul-Hamit ve Luan (2000)’1n bir diyet lifi
olarak yag1 uzaklastirilmis piring kepeginin fonksiyonel oOzellliklerini arastirdig
calismalarinda yag tutma degeri 4,54 ml/g; emiilsiyon kapasitesi ise %14,43 olarak
bulunmustur. Kaur ve Singh (2005) nohut unu ile yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda
nohut ununa ait yag tutma kapasitelerini 1,05-1,24 g/g olarak bildirmislerdir. Oztiirk
ve dig. (2011) Amilotip (amiloz igerigi yiiksek) misir nigastasi (HylonV ve
HylonVII) ile enzim uygulamasi yaptiklar1 farkli otoklav sicakliklarini, farkli
hidroliz siirelerini ve degisken retrogradasyon siirelerini denedikleri ¢aligmalarinda
nigasta Orneklerine ait emiilsiyon kapasitesi degerlerini %15,1-30 arasinda
bulmuslardir. Enzim hidrolizi ile beraber dogal nisastanin emiilsiyon olusturma

kapasitesi bu tez ¢alismasinda da oldugu gibi artig gdstermistir.

Emiilsiyon ozelliklerindeki g¢esitlilik sicaklik uygulamasi yapilan calismalarda
uygulama kosullarinin farkli olmasindan ileri gelmektedir (Ma ve dig., 2011). Bunun
yaninda emiilsiyon ozellikleri; protein igerigi, protein yapisi, yag igerigi, amiloz-
amilopektin orani gibi faktorlerden etkilenmektedir (Kaur ve Singh, 2005). Diindar
ve Gogmen (2013) direngli nisasta olusumunda farkli otoklav sicakliklarinin etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda nisastanin protein olmaksizin kendi kendine emdiilsiyon
olusturamayacagini bildirmislerdir. Nisasta graniiler yapidadir ve yag-su fazimi bir
arada tutacak kapasitesi yoktur. Diisiik yag baglama kapasitesi ise nisasta zincirleri
arasindaki hidrojen ve kovalent baglarda biiyiilk miktarda hidroksil gruplarinin
bulunmasindan kaynaklanabilmektedir ( Singh ve dig., 2004). Bu bilgiler
dogrultusunda cizelge 4.7°de yer alan emiilsiyon kapasitesi ve yag tutma kapasitesi

degerleri literatiir calismalart ile desteklenmektedir.

Sekil 4.2'de incelenen nisasta Orneklerinin yag tutma kapasitesi ve emiilsiyon

kapasitesi gosterilmektedir.
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Sekil 4.2: Nisasta drneklerinde yag tutma ve emiilsiyon kapasitesi 6zellikleri.

4.5.4 Nisasta orneklerinin sinerezis ozellikleri

Dogal nisasta ve islem gormiis nisastalarin 24. ,48. ve 120. saatlerdeki sinerezis
ozelliklerine ait degerler Cizelge 4.8’de gosterilmektedir. Nisasta ornekleriyle elde
edilmis jelden 24., 48., ve 120. saatler sonunda ayrilan suyun oOlgiilmesiyle elde

edilen sinerezis degerleri verilmektedir.

Cizelge 4.8: Nisasta 6rneklerinin farkl: siirelerdeki sinerezis 6zellikleri (%).*

ornek Sinerezis-24 saat  Sinerezis-48 saat  Sinerezis-120 saat
DNE 5,1540,39 ab 4,86+0,2 ab 5,49+0,06 ab

RNK 5,76+0,07 a 5,59+0,04 a 5,88+0,17 a

GNE 4,540,54 b 4,38+0,52 b 4,82+0,49 be

KNN 5,054+0,01 ab 4,78+0,07 b 4,74+0,09 c

*Degerler iki islem tekrar1 ve paralel analiz sonuglarina ait ortalama =+ standart sapmasi olarak
verilmistir. Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak
6nemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

Nisastanin jelatinizasyonu ile beraber 1sitmanin siirdiiriilmesiyle nisasta graniilleri
kismen ¢Oziniir hale gelir ve ¢0zlinen nisasta ¢ozeltiye gecger. Nisastanin
¢oziinmesiyle olusan yliksek viskoziteli sivi sogutuldugunda jel olusur. Bu jel
bekletildiginde ise nisasta zincirleri arasinda yeni hidrojen baglar1 meydana gelir.
Sinerezis; su miktarinin fazla oldugu sistemlerde nisasta zincirlerinin interaksiyonu

sonucunda bu yapidan su sizmaya baglamasidir (Haralampu, 2000).

Sekil 4.3'de nisasta Orneklerinin farkli giinlerdeki sinerezis degerlerine ait grafik

verilmistir.

38



7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00
% Sinerezis - 24sa Sinerezis - 48sa Sinerezis - 120sa

B DNE mRNK ™ GNE mKNN

Sekil 4.3: Nisasta orneklerinin 24. saat, 48.saat ve 120. saat icin sinerezis degerleri.

24 saat sonunda elde edilen degerlere bakildiginda; en yiiksek sinerezis degerinin
%5,76 ile RNK'ya ait oldugu goriilmektedir. Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda
diisiik amiloz igeriginin daha zayif jel olusumuna yol actigi ve bu durumun da
yiiksek sinerezis ile sonuglandig1 goriilmektedir (Singh ve dig., 2004). Cizelge 4.8'e
bakildiginda en diisiik sinerezis degeri %4,5 olarak GNE oOrnegine ait oldugu
goriilmektedir. GNE'ye ait amiloz igerigi ¢izelge 4.4'te gosterildigi gibi en yiliksek
degerdedir. Amiloz icerigine baglh olarak daha kuvvetli jel olusturup daha diisiik
sinerezis ile sonuglanmasi Singh ve dig.(2004) tarafindan yapilan ¢aligma ile

desteklendigini gostermektedir.

Jelatinize nisastaya enzim uygulamasi retrograde kontrol nisastaya gore 24. saatteki
sinerezis degerini azaltmistir. GNE ve RNK arasindaki fark istatistiksel olarak

onemlidir (p<0,05).

48. saat sinerezis degerleri incelendiginde; en yiiksek degerin 24. saat degerinde
oldugu gibi yine RNK'ya ait oldugu goriilmektedir. RNK'nin diger nisasta
orneklerine ait degerlerle olan farki istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05). DNE,
GNE ve KNN arasindaki farklar ise istatistiksel olarak onemli bulunmamistir
(p>0,05).

120. saat sinerezis degerleri incelendiginde ise; en yiiksek sinerezis degerinin 24. ve
48. saatlerdeki sinerezis degeriyle ayni sekilde yine RNK'ya ait oldugu
goriilmektedir. 120. saatte RNK sinerezis degerinin istatistiksel farkinin belirgin

oldugu nisasta ornekleri ise KNN ve GNE'dir (p<0,05).
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Singh ve dig. (2004) farkli nohut cesitlerinin karakterizasyonu amaciyla yapmis
olduklar1 ¢alismada % sinerezis degerlerini 24. saat sonunda %6,9-8,7; 48. saat
sonunda % 9,6-11,6 ve 120. saat sonunda ise %14,7-18,5 arasinda bulmuslardir. Bu
tez calismasindaki dogal nisastanin 24. saat sonundaki % sinerezis degeri Singh ve
dig. (2004) bulmus oldugu deger ile benzerlik gostermektedir. Diger saatlerdeki
sinerezis degerlerinde goriilen farkliliklarin nedeni nisasta konsantrasyonu, santrifiij
giicii ve yapisal farkliliklar (amilozun polimerizasyon derecesi, amilopektin zincir

uzunlugu) gibi faktorlerin olabilecegi bildirilmistir (Singh ve dig. 2004).

4.5.5 Nisasta érneklerinin bulamkhk ozellikleri

Dogal nisasta, islem gormiis nisasta érneklerinin bes glin boyunca 6l¢iilen bulaniklik

ozelliklerine ait degerler Cizelge 4.9°da gosterilmektedir.

Cizelge 4.9: Nisasta 6rneklerinin bulaniklik 6zellikleri (absorbans).*

ornek Bulamkhk Bulamklik Bulamkhk Bulamkhk Bulamkhk Bulamkhk
baslangi¢ 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin

DNE 2,2340,09 a 2,04+0,19 b 1,81+0,33 b 1,83+0,32 b 1,54+0,04 ¢ 1,73+0,37 b

RNK 1,31+0,28 b 0,74+0,17 ¢ 0,94+0,32 ¢ 0,80+0,15 ¢ 1,08+0,01 d 1,01+0,19 ¢

GNE 1,85+0,03 a 2,07+0,03 b 1,99+0,19 b 1,96+0,06 b 2,13+0,26 b 2,01+0,16 ab

KNN 1,98+0,01 a 2,61+0,16 a 2,72+0,01 a 2,49+0,00 a 2,50+0,03 a 2,63+0,04 a

*Degerler iki islem tekrar1 ve paralel analiz sonuglarina ait ortalama =+ standart sapmasi olarak
verilmistir. Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak
onemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

Cizelge 4.9 incelendiginde oOrneklerin buzdolabinda depolanmadan Once yani
baslangictaki dl¢iim degerleri arasinda en diisiik degerin 1,31 absorbans degeri ile
RNK'ya ait oldugu gorilmektedir. Diger nisasta Ornekleri ile RNK
karsilagtirildiginda belirgin bir artis oldugu gozlenmistir. Bu fark istatiksel olarak
onemlidir (p<0,05). Kontrol grubu nisasta ile enzim uygulamalar1 yapilmis nigasta
ornekleri karsilastirildiginda enzim uygulamasinin baslangi¢ bulaniklik degerini

arttirmis oldugu gozlemlenmistir.

Bes giin boyunca bulaniklik degerleri takip edildiginde, baslangi¢ giinlinde oldugu
gibi en diisliik degerin RNK'ya ait oldugu goriilmiistiir. Enzim uygulamasi ile elde
edilen nigasta drneklerine bakildiginda ise kontrol nisasta grubuna gore bulaniklik

degerleri 5 giin icin de yliksek bulunmustur. 1.giin, 2.giin ve 3.giindeki DNE ve GNE
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arasindaki fark dnemsizken bu iki grubun KNN ile aralarinda olan fark istatistiksel
olarak Onemlidir (p<0,05). 4.giine ait veriler incelendiginde nisasta ornekleri
arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p<0,05). 5.giindeki bulaniklik degerlerine
bakildiginda ise GNE'ye ait degerin KNN ve DNE'den farkli olmadigi goriilmektedir
(p>0,05).

Bakliyat nigastalar1 ¢esitli oranlarda fosfat monoester tiirevleri igermektedir. Fosfat
monoester miktarinin farkliligi, nisastanin berrakligini ve viskoziteyi etkiler. (Singh
ve dig., 2004). Bulanikliktaki diisiik artiglar diisiik amiloz igerigi, graniil yapisi,
disiik graniil kalintist  ve amiloz-amopektin  molekiillerinin  daha az
kiimelenmesinden kaynaklanmaktadir (Singh ve Singh, 2003). Ayrica depolama
sirasindaki bulaniklik degerleri sisme giicli, amiloz-amilopektin zincir uzunlugu,
molekill i¢i ve molekiiller arasi baglar, yag capraz baglar1 gibi faktorlerden
etkilenmektedir ( Jacobson ve dig., 1997). Singh ve dig. (2004)’in nohut nisastasiyla
yapmis olduklar1 ¢alismada bulunan baslangi¢ absorbans degerleri (1,7-1,9) bu tez

calismasinda yer alan KNN ile benzer aralikta bulunmustur.

Gilinler aras1 farkliliklarin daha belirgin olarak incelenebilmesi amaciyla nisasta

orneklerine ait degerlerdeki degisim Sekil 4.4'de verilmektedir.
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o \’\/
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Sekil 4.4: Nisasta orneklerine ait bulaniklik degerlerindeki giinlere bagli degisim.

4.6 Nisasta Orneklerinin ve Unun Termal Ozellikleri

Dogal nisastanin, islem gérmiis nisasta 6rneklerinin ve unun termal 6zelliklerine ait

degerler Cizelge 4.10'da gosterilmektedir.
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Cizelge 4.10: Nisasta ornekleri ve unun DSC ile elde edilen termal 6zellikleri.*

Endoterm | Endoterm 11
(Jelatinizasyon) (Retrograde amiloz kristal erimesi)
ornek To Tp AH To Tp AH
DNE 46,88+0,11cd  55,44+0,77 b 3,81+0,05d 74,70+0,11 ¢ 90,03+0,22 ¢ 6,53+0,18 a
RNK 46,44+0,4 d 54,55+1,01 b 5,08+0,81 ¢ 73,37+£1,32 ¢ 87,48+0,88 cd 4,91+£0,69 b
GNE 48,11+1,03 ¢ 54,6+0,13 b 2,1740,19 e 71,13+2,74 ¢ 83,60+3,42 d 2,65+0,05 ¢
KNN 64,29+0,01 a 68,28+0,01 a 12,79+0,01 a 91,19+0,01 b 95,93+0,01 b 0,56+0,01 d
KNU 62,14+0,01 b 68,74+0,01 a 6,43+0,01 b 98,45+0,01 a 105,22+0,01 a 1,16+0,01 d

*Degerler iki islem tekrar1 ve {i¢ tekrarli analiz sonuglarina ait ortalama + standart sapmast olarak
verilmistir. Ayni siitun icerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak
onemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

To: Baslangig sicakligl, °C, Tp : Tepe (pik) sicakligi, °C, AH: Gegis entalpisi, J/g

Nigasta Ornekleri ve un 10°C/dk 1sitma hiziyla 30°C'den 130°C’ye 1sitilarak
termogramlar1 hazirlanmigtir. Bu termogramlara ait endotermler Cizelge 4.10'da
gosterilmektedir. Endoterm I'e ait pik sicakliklar1 54,6-68,74 °C arasinda degiskenlik
gbstermistir. Endoterm I; jelatinizasyon termal gecisini temsil etmektedir. Islem
gérmiis nisasta Ornekleri arasinda Tp degerlerinde istatistiksel olarak onemli fark
bulunmazken (p>0.05), DNE, RNK, GNE degerleri dogal nisasta (KNN) ve un
(KNU) Tp'leri karsilastirildiginda ise enzim islemi géren numunelerin degerlerinin
daha diisik oldugu gorilmektedir (p<0.05). Bu da islem esnasinda yapilan
jelatinizasyon ve otoklavlama gibi 1s1l islemlerin etkili oldugunu gostermektedir.
Enzim uygulamas: isleminin jelatinizasyon sicaklik ve entalpilerini Onemli

diizeylerde diisiirdiigii goriilmektedir.

Cizelge 4.10’a gore endoterm II pik sicakliklar1 83,6-105,22°C arasinda degismistir.
Bu endoterm retrograde amiloz kristallerinin erimesiyle meydana gelmistir. AH
degerlerine bakildiginda ise en yiiksek degerin 6,53J/g degeri ile DNE'ye ait oldugu
gorilmektedir (p<0.05). DNE, ayn1 zamanda %16,35 ile en yiiksek EDN degerine
sahiptir. Haralampu ve dig. (2001) yaptiklar1 ¢calismaya gore amiloz ikili sarmalinin
erimesiyle EDN degeri 120°-165°C arasinda pik olusturmaktadir. Bu bilgi yukarida
bahsedilen DNE 6rneginde AH ile EDN miktar1 arasindaki iliskiyi desteklemektedir.
Endoterm c¢esitliliginin olmast kristalligin homojen olmadigimi gostermektedir.
Yiiksek jelatinizasyon sicakliklar: daha iyi kristal yap1 veya daha uzun zincir ve daha
biiyiik kristal yapida meydana gelmekteyken, yiiksek AH; ikili sarmal yapinin daha
fazla tahrip olmasindan meydana gelmektedir (Miao ve dig.,2009).

Nohut nisastalar1 ve ununa ait termogramlar Sekil 4.5'de verilmektedir.
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Sekil 4.5: Nohut nisastas1 ve ununa ait DSC termogramlari.

Literatiirde yapilan ¢aligmalara bakildiginda; Polesi ve Sarmento (2011) enzim ve
asit hidrolizi ve retrogradasyonla nohut nisastasinda EDN miktarin1 arttirmayi
hedefledikleri c¢alismalarinda en diisiik AH degerlerini dogal nisastaya enzim
uygulamasi i¢in 2,9 J/g; jelatinize nisastaya enzim uygulamasi i¢in 0,9 J/g; retrograde
kontrol nisastasi i¢in 2,5 J/g olarak bulmuslardir. Tp degerlerini ise ayn1 siralamada
54,6°C; 56 °C ve 54,1°C olarak bulmuslardir. Cizelge 4.10°da gosterilen islem
uygulanmis nisasta 0rneklerine ait degerler Polesi ve Sarmento (2011) ¢alismasinda
bildirmis oldugu degerlerle desteklenmektedir. Singh ve dig. (2004) calismalarinda

dogal nohut nisastasinin AH degerlerini 7,2-8,7 J/g arasinda oldugunu bildirmistir.
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Hughes ve dig. (2009) ise yine dogal nohut nisastasina ait AH degerlerini 11,16-
13,01 J/g arasinda oldugunu ve pik sicakliklarinin da 63,29°C-65,51°C araliginda
goriildiigini bildirmislerdir. Cizelge 4.10'daki dogal nisastaya ait sonuglar literatiirde
yapilan benzer calismalarin sonuclartyla desteklenmektedir. Nohut unuyla yapilan
calismalara bakildiginda; una ait jelatinizasyon entalpisinin 4,3-5,1 J/g olarak
bildirildigi goriilmektedir (Chung ve dig., 2008). Jelatinizasyon sicakliklarindaki
degisikliklerin, nisasta graniillerinin amiloz igerigi, nisasta boyutu, formu ve

dagilimina bagli oldugu bilinmektedir (Tester, 1997).

4.7 Nisasta Orneklerinin ve Unun Viskozite 6zellikleri
Nisasta orneklerine ve una ait viskozite degerleri Cizelge 4.11'de gosterilmektedir.

Cizelge 4.11: Nisastalar ve unda RVA ile elde edilen degerler.*

ornek PV(cP) TV (cP) BV (cP) FV (cP) SV (cP) PZ(dak.)

DNE 567,5+£101,5¢c 46799 c 100,5£2,5 ¢ 7914144 ¢ 324445 ¢ 4,35+0,5 ¢
RNK 1039+144 b 1010+141 b 29,5+3,5d 1499,5+142,5b 489,5+1,5b 5,54+0,4 b
GNE 1305+£5 b 3542 ¢ 956,5+8,5b 616,5£28,5¢c 257+21c 3,26+0,0 ¢
KNN 6831,5+£26,5a 3405,5+6,5a 3426+20a 9629,5+74,5a 6224+68 a 3,86+0,0 C
KNU 3242 d 29+1 d 3+1d 41,542,5d 12,5¢1,5d 6,76£0,1 a

*Degerler iki islem tekrari ve paralel analiz sonuglarina ait ortalama + standart sapmasi olarak
verilmistir. Ayni siitun igerisinde farkli harflerle gosterilen degerler birbirlerinden istatistiki olarak
o6nemli diizeyde farklidir (p < 0,05).

PV: Pik viskozitesi (cP), TV: Through viskozite, incelme sonrasi viskozite (cP), BV: Breakdown
viscosity, karigtirma ile viskozite azalmasi: Through viskozite ile pik viskozitesi arasindaki fark (cP),
FV: Son viskozite (cP), SV: Setback viscosity, katilasma viskozitesi: son viskozite ile through
viskozite arasindaki fark (cP), PZ: Pik zamani (dakika)

Nisastanin jelatinizasyonuyla (cirislenmesiyle) beraber viskozitesi artmaya baglar.
Jelatinizasyonun bagladig1 sicaklik; nisastanin pismesi i¢in gerekli minimum
sicakliktir. Nigasta tanecikleri boyut olarak heterojen olduklari i¢in belli bir sicaklik
araliginda siser, bu yiizden elde edilecek pikin egimi degiskenlik gostermektedir.
Hizli sigsmesi durumunda pik dik olurken, yavas sismesi durumunda da yatik pik
olusturmaktadir. Sisme ile viskozite artar ve pik degerine ulasir. Buna pik viskozitesi
denir. Sicaklik belli bir siire sabit tutuldugunda (genelde 95°C) nisastanin
pargalanmasi, ¢oziinen amilozun ortama karigmasi ve karistirma yoniinde uyumu

sonucunda viskozite azalir. Buna pik sonrast minimum viskozite (breakdown) veya
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sicak peltelesme viskozitesi (hot paste viscosity) denir. Minimum viskozite degeri
nisastanin kaynagina, sicakliga ve karistirma derecesine bagli olarak degisir. Test
stiresinin sonundaki viskozite final viskozite (final viscosity) olarak adlandirilir. Bu
olaya 'set-back'; olusan viskoziteye de set-back viskozitesi denir. Bu viskozitenin
yiiksek olmasi, pigsmis ve nisasta igeren gidadan soguma ile birlikte suyun ortamdan
uzaklastirilacaginin (sinerezis) ve retrogradasyonun fazla olacagina isaret etmektedir

(Dogan, 2000).

Cizelge 4.11 incelendiginde, en yiliksek pik viskozitesinin 6831,5 cP ile dogal
nisastaya ait oldugu, en diisiik degerin ise 32 cP ile una ait oldugu goriilmektedir.
Enzim uygulamasi, otoklavlama ve retrogradasyon islemleri ile pik viskozitesi
azalma gostermektedir. Bu durum KNN ve diger tiim nigasta ornekleri ile arasinda
istatistiksel olarak onemli fark olusturmustur (p<0,05). GNE ile RNK arasinda
belirgin bir fark yok iken, DNE ile RNK arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir
(p<0,05).

Son viskozite incelendiginde, yine en yliksek degerin KNN'ye (9629 cP) ait oldugu
ve en diisiik degerin de KNU'ya (41,5 cP) ait oldugu goriilmektedir. Retrograde
kontrol grubu nisasta ile enzim uygulamasi yapilan jelatinize ve dogal nisastalar
karsilastirildiginda meydana gelen viskozite azalmasinin istatiksel olarak Onemli
oldugu goriilmektedir (p<0,05). DNE ile GNE arasindaki fark ise Onemli
bulunmamaistir (p>0,05).

Cizelge 4.11°den pik zaman degerleri incelendiginde ise en kisa zamanda GNE ve
KNN'nin pik olusturduklart (siras1 ile 3,26 dk;3,86 dk.) goriilmekteyken en gec pik
olusturan 6rnegin KNU oldugu (6,76 dk) goriilmiistiir. Dogal nisastaya uygulanan
otoklavlama ve retrogradasyon islemleri bu pik zamanini ilerletirken enzimatik
uygulamalar daha hizli pik olusumuna neden olmaktadir. RNK'nin GNE ve DNE ile

arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05 ).

Nisasta ornekleri ve una ait mikroviskoanalizor (RVA) viskozite grafikleri Sekil

4.6'da verilmektedir.
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Sekil 4.6: Nisasta 6rnekleri ve una ait RVA grafikleri.

4.8 Nisasta Orneklerinin ve Unun X Isim Difraksiyon Dagilini Ozellikleri

Dogal nisasta ve una ait X 151 difraksiyon dagilimina ait degerler Cizelge 4.12’de,
islem gormiis nisasta Orneklerine ait X 111 difraksiyon dagilimina ait degerler ise

cizelge 4.13’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.12: Dogal nisasta ve una ait X 151n1 difraksiyon dagilimina ait degerler.

ornek 20 degerindeki pik yogunlugu (cps) Kristallik
derecesi
15° 17° 23° 27° (%)
KNU 643,04 1297,88 565,23 166,29 78,0
KNN 1916,67 3006,45 710,03 234,711 77,3

Cizelge 4.13: Islem gormiis nisasta 6rneklerine ait X 1511 difraksiyon dagilimina ait

degerler.
ornek 20 degerindeki pik yogunlugu (cps) Kristallik
derecesi
14° 17° 22° 24° (%)
DNE 439,93 2253,58 544,20 204,46 69,5
RNK 307,56 1874,26 369,76 342,79 70,0
GNE 1136,08 5247,52 1163,13 1165,46 79,1

Sekil 4.7'de nisasta Ornekleri ve una ait kristal yapisinin X 1sm1 difraksiyon

yontemiyle incelenmesi sonucunda elde edilen dagilimlar verilmistir.
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Sekil 4.7: Kara nohut nisastalar1 ve kara nohut ununun kristal yapilari
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Nisastanin XRD dagilimi, nisastanin sindirilebilirligi ve nisastanin retrogradasyonu
gibi oOzellikler ile iligkilidir. Farkli tiir nisastalarin kristal yapisindaki farklilik;
kristalin boyutu, amilopektin igeriginden etkilenen kristal kisimlarin miktari,
amilopektin zincir uzunlugu, kristal bolgedeki ikili sarmallarin konumu ve ikili
sarmallarin  birbiri ile interaksiyon derecesinden kaynaklanmaktadir (Agama-
Acevedo ve dig., 2011; Li ve dig., 2011). Sandhu ve dig. (2008) cesitli baklagil
unlartyla yapmis olduklari ¢alismada X-ray difraksiyon agisinin yetistirme kosullari
ve cevresel kosullardan etkilenebilecegini, kristallik ve amiloz icerigi arasinda

negatif korelasyon bulundugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.12 incelendiginde; dogal nohut nisastasinin ve unun baklagil nisastalar
icin karakteristik olan C tipi kristallik gosterdigi, kuvvetli pikleri 20=15°-17°, zay1f
pikleri 20=23°-27° olarak goriilmektedir. C tipi kristallik A tipi ve B tipi
kristalliklerin ~ karisimi  olarak tanimlanmaktadir. Literatiirde yapilan diger
calismalarda da dogal nohut nisastasinin C tipi kristallik gosterdigi belirtilmistir.
(Polesi ve Sarmento, 2011; Hughes ve dig., 2009; Miao ve dig., 2009).

Retrograde ornekler incelendiginde ise B tipi kristallik gézlenmistir. Cizelge 4.13
incelendiginde DNE ve RNK 6rnekleri i¢in kuvvetli pikler 26=17°-22°, zay1f pikler
20=14°-24°; GNE i¢in kuvvetli pikler 20=17°-22°-24°, zay1f pik ise 20=14° olarak
goriilmektedir. Diisiik sicaklik derecelerindeki retrogradasyon B tipi kristallik
meydana getirmektedir. Tip-3 EDN iiretimi amaciyla yapilan literatiirde yer alan
benzer calismalarin sonuglart bu tez calismasinda bulunan kristallik tiplerini

desteklemektedir (Shi ve dig., 2013; Polesi ve Sarmento, 2011; Shamai, 2003 ).

4.9 Nisasta Orneklerinin ve Unun Graniil Yapisi1 ve Dagilhim Ozellikleri

Nisasta Ornekleri ve una ait graniil sekli ve graniil dagilimi, taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile saptanmustir. Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.8 ve 4.9'da

gosterilmektedir.

Dogal nohut nigastast agirlikli olarak oval graniiller halindeyken, az miktarda da
kiiresel graniiller igermektedir. Dogal nisastada taramali elektron mikroskobu
piiriizsiiz bir nisasta yiizeyi sunmakta, herhangi bir piiriiz goriillmemektedir. Diger
nisasta Orneklerinde ise enzim uygulamasi ile yapr parcalanmaya baglamakta ve

retrogradasyonun da etkisiyle graniiler yap1 kaybolmaktadir. Benzer bulgular nohut
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nisastastyla yapilmis daha onceki ¢alismalarda da Miao ve dig. (2009) ile Polesi ve

Sarmento (2011) tarafindan da bulunmustur.

KNN ve KNU gorintiileri arasindaki farka bakildiginda unda nisasta tutunmus
protein molekiilleri net olarak goriilmektedir. DNE goriintiisiinde enzimin graniiler
yaptyl par¢alamaya basladigr ve kristal yapinin olusmaya basladigi daha siki
istiflenmenin goriintiilerinden anlasilmaktadir. GNE numunesinde ise daha yogun bir

kristal yapinin olusmus oldugu agikca goriilmektedir.
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Sekil 4.8: KNU ve KNN'ye ait SEM goriintiileri.
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Sekil 4.9: DNE, RNK ve GNE'ye ait SEM goriintiileri.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma kapsaminda yoresel bir iiriin olan kara nohuttan elde edilen nisasta
pullulanaz enzimi (40U/g) ile hidroliz edilmis (10 sa — 60°C), termal uygulamalar
(121°C-30 dak. otoklavlama) ve retrogradasyon (24 sa 4 °C) uygulanarak enzime
direngli nisasta (EDN) igeren nisasta drneklerinin iiretimi gergeklestirilmistir. Dogal
nisastanin modifikasyonu ile elde edilen {iiriin (DNE), jelatinize nisastanin
modifikasyonu ile elde edilen iiriin (GNE) ve islem etkisini karsilastirmak amaciyla
elde edilen iirlin retrograde kontrol nisastas1 (RNK)nin ve ayrica islem
uygulanmamis dogal nisasta ve unun fizikokimyasal ve fonksiyonel oOzellikleri

belirlenmistir.

Kara nohut unu ve dogal nisastaya uygulanan temel kompozisyon analizleri
sonucunda nigastaya ve una ait nem igerigi sirastyla %11,64 ve %10,19 bulunurken
ayn1 siralamada kil igerikleri %0,07 ve %2,86; protein igerikleri %0,85 ve %20,99;
yag igerikleri %0,44 ve %4,28 bulunmustur. Kara nohutun, nohuttan farkli bir

kompozisyonu olmadig1 anlasilmistir.

Calisma kapsami i¢in 6nemli bir bilesen olan direngli nisasta miktarlar1 enzimatik
olarak belirlenmistir.Bu ¢alismada en yiiksek EDN %16,35 ile DNE'de bulunmustur.
Dogal nisastaya uygulanan islemler retrograde kontrol nisastasiyla (RNK)
karsilastirildiginda EDN miktarin1 %40,58 arttirmistir. Dogal nisastaya, una ve
GNE'ye ait EDN igerigi ise sirastyla %15,19 ; %4,99, %12,34 olarak bulunmustur.
Bu degerler nohut nisastasiyla yapilan benzer uygulamalar ig¢in literatiirde
karsilasilan bulgularla benzerdir. Dogal nohut nisastasina yapilan uygulamalar hizli
sindirilebilen nisasta miktarin1 artirirken, yavas sindirilebilen nisasta miktarin
azaltmistir. Bu uygulamalar jelatinize nisastanin amiloz igerigini 6nemli oranda

artirmig ve diger nigasta 6rneklerinde 6nemli bir degisiklik meydana getirmemistir.

Enzimatik ve termal uygulamalar su tutma kapasiteleri ve suda ¢ozinirliik
indislerinde artisa neden olmustur. Sisme giicii ise orneklerin EDN igerigi ile ters

orantili olarak artmistir. Uygulamalar ayn1 zamanda nisasta 6rneklerinin yag tutma
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ve emiilsiyon olusturma kapasitelerinde de artisa neden olmustur. Sinerezis ve
bulaniklik 6zellikleri incelendiginde ise 6l¢iim yapilan giinler arasinda kararli bir

artis ya da azalig goriilmemistir.

Nigasta Orneklerinin ve unun termal Ozellikleri diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC) ile incelenmistir. Otoklavlama ve retrogradasyon islemleri uygulanan
orneklerde jelatinizasyon baslangi¢ ve pik sicakliklar1 ve entalpi degerleri azalmistir.
Mikro-visko analizér (RVA) ile olgiilen viskozite degerlerinde ise enzimatik ve
hidrotermal uygulamalar sonucunda elde edilen nigasta drneklerinin dogal nisastaya

gore pik viskozitesi ve son viskozitelerinde diisiis gozlenmistir.

Dogal nisastanin ve unun X 1sim difraksiyon dagilimlari incelendiginde baklagil
nisastalar1 i¢in karakteristik olan C tipi kristalizasyon gozlenirken retrogradasyonun
etkisiye beraber nisasta 6rneklerinin B tipi kristalizasyona sahip oldugu goriilmiistiir.
Graniil yapist ve dagilimi ise taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmis
dogal nisastada oval graniiler yap1 agirliktayken diger nisasta Orneklerinde
retrogradasyon ve enzimatirk uygulamalarin etkisiyle bu yapmin dagildig

gorilmiustir.

Sonug olarak bu ¢aligmada, kara nohut nisastasindan enzimatik yontemle Tip-3 EDN
tiretimi basari ile gergeklestirilmistir. Kara nohut nisastasi ile nisasta 6rnekleri, EDN
igerikleri ve diger oOzellikleri bakimindan karsilastirildiginda teknolojik olarak
kullanimina bagli olmak tizere farkli ozellikleri karsiladiklar1 goriilmektedir. Elde
edilen nisasta Orneklerinin fonksiyonel bir ingrediyen olarak ve EDN miktarini
yiikseltmek i¢in dogal nisasta yerine kullamlabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle
diyabet hastalar1 icin direngli nisasta igerigi arttirilmis {irtinlerin ve ingrediyenlerin
yayginlagsmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Daha yiiksek yag tutma ve emiilsiyon
kapasitesi istenilen kalite ozelliklerinde iiriin {iretilmesini daha miimkiin hale
getirecektir, bu Ozelliklerin arttirllmasma yonelik aragtirmalarin yapilmasi yararl

olacaktir.
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Sekil A.1: Kara nohut unu ve nisastasina ait DSC termogramu.
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Sekil A.2: Kara nohut unu ve nisastasina ait DSC termogrami.

Sample: un-2-hilal-28-kasim
Size: 3.1000 mg
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Sekil A.3: KNU’ya ait DSC termogrami.
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Sample: native-2-hilal-28-kasim
Size: 3.1000 mg
Method: Ramp

DSC

File: C:...\native-2-hilal-28-kasim.001
Operator: Bahar

Run Date: 28-Nov-2014 08:52
Instrument: DSC Q10 V9.9 Build 303
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Sekil A.4: KNN’ye ait DSC termogramu.

Sample: A-2-hilal-28-kasim
Size: 3.1000 mg
Method: Ramp

DSC
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File: C:...\A-2-hilal-28-kasim.001
Operator: Bahar

Run Date: 28-Nov-2014 10:43
Instrument: DSC Q10 V9.9 Build 303

1
Ok %
g 11 |
: \
2 ‘
: \
ks \
T -2 \
\ 46.47°C 73.64°C
1669J/g 34-6 0
3 56.21°C 90.33°C
-4 g T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140
Exo Up

Temperature (°C)

Sekil A.5: DNE’ye ait DSC termogramu.
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Sample: B-2-hilal-28-kasim
Size: 3.1000 mg

File: C:...\B-2-hilal-28-kasim.001
DSC Operator: Bahar
Method: Ramp

Run Date: 28-Nov-2014 11:34

Instrument: DSC Q10 V9.9 Build 303
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Sekil A.6: RNK’ya ait DSC termogrami.

Sample: C-2-hilal-28-kasim File: C:...\C-2-hilal-28-kasim.001
Size: 3.1000 mg DSC Operator: Bahar
Method: Ramp

Run Date: 28-Nov-2014 12:21

Instrument: DSC Q10 V9.9 Build 303
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Sekil A.7: GNE’ye ait DSC termogramu.
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EKB

Cizelge B.1: Kara nohut unu ve nisastasi ile gergeklestirilen farkli analizlere ait

istatistiksel analiz ( tek-yollu ANOVA) sonuglari.

EDN Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 157,034 4 39,259 67,531 0,000

Grup i¢i 2,907 5 0,581

Toplam 159,941 9

YSN Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 205,864 3 68,621 46,752 0,001

Grup ici 5,871 4 1,468

Toplam 211,735 7

HSN Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 149,974 3 49,991 9,592 0,027

Grup ici 20,847 4 5,212

Toplam 170,822 7

Toplam Nisasta | Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 2499,453 4 624,863 24,800 0,002

Grup ici 125,981 5 25,196

Toplam 2625,434 9

Amiloz Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 1634,121 3 544,707 37,474 0,002

Grup ici 58,143 4 14,536

Toplam 1692,264 7

Su Tutma Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 5,583 3 1,861 29,800 0,003

Grup ici 0,250 4 0,062

Toplam 5,833 7

Suda Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P

Coziiniirliik Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 627,256 3 209,085 1026,186 0,000

Grup i¢i 0,815 4 0,204

Toplam 628,071 7

Yag Tutma Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 0,258 3 0,086 20,707 0,007
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Grup i¢i 0,017 4 0,004

Toplam 0,274 7

Emiilsiyon Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P

Kapasitesi Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 3,791 3 1,264 8,307 0,034

Grup igi 0,609 4 0,152

Toplam 4,400 7

Sisme Giicii Kareler Serbestlik Kareler F degeri P
Toplamlar Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 118,790 3 39,597 2641,982 0,000

Grup igi 0,060 4 0,015

Toplam 118,850 7

Sinerezis 24 Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 1,599 3 0,533 4,788 0,082

Grup igi 0,445 4 0,111

Toplam 2,044 7

Sinerezis 48 Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 1,522 3 0,507 6,505 0,051

Grup igi 0,312 4 0,078

Toplam 1,834 7

Sinerezis 120 Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 1,815 3 0,605 8,688 0,032

Grup igi 0,279 4 0,070

Toplam 2,093 7

DSC-TO Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 627,284 4 156,821 635,443 0,000

Grup igi 1,234 5 0,247

Toplam 628,518 9

DSC-Tp Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 448,640 4 112,160 343,459 0,000

Grup igi 1,633 5 0,327

Toplam 450,273 9

DSC-AH Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlarn Derecesi | Ortalamasi

Gruplararast 133,169 4 33,292 237,718 0,000

Grup igi 0,700 5 0,140
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Toplam 133,870 9

DSC-T02 Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlar Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 1201,427 4 300,357 162,386 0,000

Grup ici 9,248 5 1,850

Toplam 1210,675 9

DSC-Tp2 Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlar Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 567,949 4 141,987 56,604 0,000

Grup ici 12,542 5 2,508

Toplam 580,491 9

DSC-AH2 Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 50,981 4 12,745 123,370 0,000

Grup igi 0,517 5 0,103

Toplam 51,498 9

RVA-PV Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 61329787,000 4 15332446,750 1206,538 0,000

Grup i¢i 63539,000 5 12707,800

Toplam 61393326,000 9

RVA-TV Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 14833356,400 4 3708339,100 311,843 0,000

Grup igi 59458,500 5 11891,700

Toplam 14892814,900 9

RVA-BV Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararast 17170799,400 4 4292699,850 |21823,588 0,000

Grup ici 983,500 5 196,700

Toplam 17171782,900 9

RVA-FV Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararast 128684058,4 4 32171014,600 1696,390 0,000

Grup ici 94822,000 5 18964,400

Toplam 128778880,4 9

RVA-SV Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlar Derecesi | Ortalamasi

Gruplararast 56941035,400 4 14235258,850 5016,301 0,000

Grup igi 14189,000 5 2837,800

Toplam 56955224,400 9

RVA-PZ Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi
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Gruplararasi 15,688 4 3,922 21,663 0,002

Grup i¢i 0,905 5 0,181

Toplam 16,594 9 |

Toplam Nem Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P

Miktari Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 2,132 1 2,132 402,189 0,002

Grup i¢i 0,011 2 0,005

Toplam 2,142 3

Toplam Kiil Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P

Miktari Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 7,784 1 7,784 9157,765 0,000

Grup igi 0,002 2 0,001

Toplam 7,786 3

Toplam Protein | Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P

Miktari Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 437,228 1 437,228 3281,262 0,000

Grup i¢i 0,27 2 0,133

Toplam 437,495 3

Toplam Yag Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P

Miktari Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 14,746 1 14,746 167,089 0,006

Grup igi 0,177 2 0,088

Toplam 14,922 3

Bulanikhk Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P

baslangic Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 0,898 3 0,299 13,380 0,015

Grup igi 0,089 4 0,022

Toplam 0,987 7

Bulamikhik 1.giin | Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 3,783 3 1,261 55,891 0,001

Grup i¢i 0,090 4 0,023

Toplam 3,873 7

Bulaniklik 2.giin | Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 3,211 3 1,070 17,247 0,009

Grup igi 0,248 4 0,062

Toplam 3,459 7

Bulaniklik 3.giin | Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi
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Gruplararasi 3,016 3 1,005 31,792 0,003

Grup ici 0,127 4 0,032

Toplam 3,143 7

Bulaniklik 4.giin | Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 2,362 3 0,787 44,206 0,002

Grup ici 0,071 4 0,018

Toplam 2,433 7

Bulanmiklik 5.giin | Kareler Serbestlik | Kareler F degeri P
Toplamlari Derecesi | Ortalamasi

Gruplararasi 2,792 3 0,931 18,622 0,008

Grup igi 0,200 4 0,050

Toplam 2,992 7
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