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OZET

Bu ¢alismada, Izoelektrik Odaklama (IEF) teknigi kullanilarak bugdaylarda
bulunan glutenin proteinlerini izoelektrik noktasina (p/) gore ayirma amaglandi.

Trakya Bélgesi"nde ekimi yapilan bes ¢esit ekmeklik bugday (Tr. Vulgare);
Atilla-12, Bezostaya-1, Kate A-1, Pehlivan ve Prostor unlan 6rnek materyal olarak
kullamld:. Izoelektrik noktalar: bilinen standart proteinler olarak Sigir Serum Albumini
(BSA), B-Laktoglobulin, Lipaz ve Tripsinojen kullanildi.

Bugday unlannm 10 hacim n-biitanol ile yag: uzaklastinldi. Gluten
proteinleri, unlarin bidestile su ile yikanmasi sonucu elastik ve yapiskan hamur
formunda elde edildi. % 50 1-Propanol ve 6 M iire ile bu hamurdan ekstrakte edilen
glutenin proteinleri 2-Merkaptoetanol ile indirgendi. 6 M flre igeren ekstraktlar
Sephadex G-200 destek maddesi kullanilarak 1x30 cm ebatindaki kolona uyguland: ve
glutenin proteinleri 3 M iire igeren 10 mM Tris.HC! tamponu (pH 8.0) ile elie edildi.
Saflandirtlan glutenin proteinleri dializ tiiplerinde silikajel yardimiyla konsantre edildi.
Omeklerin glutenin proteini miktarlari Lowry metoduna gére bulundu.

pH araligr 3-10 olan amfolit kullamlarak poliakrilamid jeller hazirlandi.
Ornekler uygulanmadan 6énce 15 dak. 200 Volt’da 6n yiiriitme yapildi. Bitiin 6rnekler
ve standart proteinler jele uygulanarak IEF SE-600 Dikey Dilim Jel Elektroforez
Unitesi’nde 400 Volt’da gergeklestirildi.

IEF’den sonra jeller Coomassie Brillant Blue R-250 boyas! ile boyand: ve
protein bandlart boya ¢ikarma ¢ozeltisi ile gorinir hale getirildi.

Bilgisayar baglantili scanning dansitometre kullanilarak protein bandlarinin
band siddetleri (pikler) elde edildi. Dansitometre programu ile her bir protein bandinin
% alan, Rf ve alan degerleri bulundu. Ornek proteinlerin p/ degerleri standart
proteinlerin Rf degerleri ile p/ deferleri arasinda ¢izilen standart protein grafigi

yardimiyla hesaplandi.
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SUMMARY

The purpose of this study was to the determine the glutenin proteins in
different wheat species by using the technique called isoelectric focusing.

The flour of five bread wheat (Tr. Vulgare) species which are; Atilla-12,
Bezostaya-1, Kate A-1, Pehlivan and Prostor which grown in Thrace region are used as
the sample material. Bovine serum albumin (BSA), B-lactoglobulin, lipase and
trypsinogen were used as standarts, whose Sigma Chem Co. are IEF standarts.

Wheat flour was defatted by 10 volume of n-biitanol. Gluten proteins were
isolated as the elastic and cohesive dough mass from the wheat flours by washing the
bidestilled water. Glutenin proteins extracted from this dough with 50 % v/v 1-propanol
and 6 M iirea were reduced with 2-mercaptoethanol (2-ME). The extracts included 6 M
irea were loaded on to a Sephadex G-200 column (1x30 cm) and glutenin proteins were
eluted with 10 mM Tris.HCI, pH 8.0, containing 3 M iirea buffer.The purified glutenin
proteins were concentrated in the dialysis tubes through silicagel. Protein concentration
in this sample was determined by the method of Lowry with bovine serum albumin as
standart.

Polyacrylamide gels included ampholites, pH 3-10, were prepared. Before
the samples were applied on prerun were carried out for 15 min at 200 Volt. All samples
and standart proteins on to gels and isoelectric focusing was carried out in SE-600
Vertical Slab Ge! Electrophroses at 400 Volt.

After IEF, gels were stained with the Coomassie Brillant Blue R-250 dye
and protein bands were archieve to the visible state by the destaining solution.

The band intensities (peaks) were obtained by using scanning densitometer
connected with a computer. For each of protein bands % area, Rf and area values were
found with densitometer programme. According to Rf and pI values of standarts a
standart graphic were drawn and pl values of the sample proteins were calculated

according to the standart protein graphic.
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1. GIRIS

Trakya Bélgesi, ¢ Anadolu Bélgesi’nden sonra ikinci derecede tahil tiretimi
yapilan bélgedir. Trakya Bolgesi’ndeki tanmsal arastirma-gelistirme faaliyetleri Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitlisi tarafindan yiiriittilmekte ve alinan sonuglara gore
tireticiler bilgilendirilmektedir. Buradaki g¢alismalarda &zel hibrit bugday tiirleri
gelistirilmistir,  Gelistirilen bugday tiirlerindeki farkliliklar, fiziksel ve kimyasal
ozelliklerde de goriliir. Bugday proteinlerinin &zellikleri genetik 6zelliklerinden
kaynaklanir.

Cesitli elektroforez teknikleri bugday glutenin ve gliadin proteinlerinin
genetik kontrolleri ve kompozisyonlann hakkindaki bilgilerin gelistirilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Khelifi, D., Branlard, G., 1991). Rugday depo proteinlerinin
fraksiyonlanmasinda iki metod daha yaygmdir. Jzoelektrik Odaklama(IEF) ve Sodyum
dodesil siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) birlikte veya ayn ayri
uygulanmaktadur.

Bugday glutenin proteinleri, bir ¢ok gesit polipeptid alt {initesinin distilfid
(S-S) baglanyla birbirine baglanarak olusturdufu yapiskan, elastik, az ¢6ziinen
proteinleridir. Bu yilizden diger ¢6ziintir proteinler (gliadinler, albuminler v.s.)
uzaklastirildiktan sonra iyi bir indirgeme, ¢dziindiirme yontemi ile ekstrakta gegirilip,
elektroforeze uygulanmas: sonucunda tanimlanabilirler (Matsumura, Y., v.d., 1984).

Bizim ¢alismamizda 6nce Trakya Bolgesinde yaygin olarak ekilen bes
ckmeklik bugday g¢esidinin (Atilla-12, Bezostaya-1, Kate A-1, Pehlivan ve Prostor)
icerdikleri glutenin proteinleri 2-merkaptoetanolle indirgenip, iki ayr1 yontemle
¢oziinmesi saglanmustir (Curioni, A., v.d., 1990). Izoelektrik Odaklama ybntemi ile
izoelektrik noktalarina gére pH 3-10 gradient jeli {izerinde en iyi sekilde ayrilmasi ve
belirlenmesi yapilmistir. Bugday cinsleri arasindaki glutenin fakhilik ve benzerlikleri

tespit edilmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. BUGDAY’IN OZELLIKLER]

Bugday, bugdaygiller familyasinin Triticum cinsini olusturur. Iklim ve
toprak istekleri az, ziraat1 ve depolanmas: kolay, besin degeri ve un verimi yiiksek,
ekmek yapimina en elverigli hububat gesitidir (Ertugay, Z., vd., 1994). Taneleri beyaz,
sar1, kirmizimsi-kahverengi, hatta kirmizi ve morumsu renkte olan bugday gesitleri
geligtirilmigtir,

Bugday tanesinin yapis: Sekil. 2.1.”de gésterilmistir.
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Selkil 2.1. Bugday tanesinin boyuna kesiti.



Unsu endosperm tanenin % B85°ini olusturur. Nisasta deposu ve un
kaynagidir. Aleuron endosperm’in én dis tabakasidir. Hiyalin tanenin su alig-verigini
diizenler ve taneye rengini veren pigmentleri tagiyarak tane rengini belirler. Perikarp
(meyve kabugu) i¢ ve dig perikarp olmak iizere iki tabakadan ibarettir. I¢ perikarp
gevsek ve aralikli hiicre yapisina sahiptir. Alinan su ve mikroorganizma sporlarinin tane
gevresinde dagilimini kolaylastirir. Di§ perikarp ince zar seklindedir. Tanenin taginmast,
depolanmasi ve temizlenmesi ile kolayca ayrilir. Ruseym (germ) bolgesi nisasta
disindaki bilesenlerce zengindir (Ertugay, Z., vd., 1994).

Degirmencilik agisindan bugdayin dzellikleri 3’e ayrilir.
topraga adapte olma durumuna, iriin verimine, hastaliklara dayanma giictine dikkat
eder.

2. Kimyasal Ozelligi: Ekmekgilikte 6nemlidir. Un kimyasal bilesimine gore
cesitli amaglarla (ekmek veya biskiivi g.b.) kullamlir.

3. Fiziksel Ozelligi: Daha ¢ok degirmencilikte nemlidir. Un degirmenciligi
endospermi (besidoku) kabuk ve embriyo’dan ayirdiktan sonra, una 6giiten mekanik bir

islemdir (Topal, LE., 1988).
2. 1. 1. Bugday Cesitleri

Kirtldiginda gakmaktas: gibi sert bir kesit yiizeyi veren bugday tanelerindeki
protein miktan, parmaklar arasinda un gibi ufalanabilen yumusak tanelere gore daha
fazladir. Bu ozelliklerine gore bugdaylar sert ve yumusak olmak iizere iki’ye ayrilir.
Turkiye’de en ¢ok yumusak bugday, ikinci derecede sert bugdaylar ekilir.

iklim kosullarina bagl olarak bazi gesitler ekim-kasim aylarinda (kiglik

bugday), bazilar1 da subat-mart aylarinda (yazlik bugday) ekilir.

I 5 :} oy
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Tirkiye’de bugdaylar basta tiir kalitesine goére iki simifa aynlmaktadir
(Elgtin, A., Ertugay, 7., 1992),
Ekmeklik Bugdaylar : Aestivum ve compactum gesitlerini i¢ine alir.
Baslicalar;
e Beyaz Sert Bugdaylar
e Anadolu Kirmiz: Sert Bugdaylar
e Kirmizi Sert Bugdaylar
e Beyaz Yar Sert Bugdaylar
e Kirmzi Yan Sert Bugdaylar

Makarnahk Bugdaylar : Bu simfi durum gesitleri olusturur.
e Anadolu Durum Bugdaylar

e Diger Durum Bugdaylan

Bugday unlan da kullanma amaci ve teknik degerine gore,
o Ekmeklik,
¢ Baklava ve Boreklik,
e Biskiivilik,
e irmik alt1 olmak iizere dort geside ayrilir (Topal, 1.E., 1988).

2. 1. 2. Trakya Bolgesinde Ekilen Bugday Cinsleri
Baslicalar: Pehlivan, Kate A-1, Atilla-12, Saraybosna, Saroz-95, Prostor,

Murat-1 ve Kirkpinar-79’dur. Bunlar hakkinda daha ayrintili bilgi asagida verilmigtir
(Trakya Tarnimsal Arastirma Enstitiisii Yayinlar).



Pehlivan Cesit Ozellikleri:
1993 yilinda melezleme yolu ile gelistirilmis ekmeklik bir bugday gesitidir.
Kislik bir gesittir. Tanesi kirmuzi, sert ve ¢ok iridir. Siirmeye (mantar hastali1)

hassastir, Ekmeklik kalitesi yiiksektir,

Kate A-1 Cesit Ozellikleri:

1988 yilinda tescil ettirilmis Bulgaristan orijinli ekmeklik bir bugday
cesitidir. Alternatif bir gesittir. Tanesi kirmiz1 ve yart sert yapidadir. Kok ve kékbogaz
hastaligindan zarar gorebilir. Trakya, Marmara ve asir1 derecede soguk olmayan

bolgelerde ekimi yapilabilir.

Atilla-12 Cegit Ozellikleri:

Macaristan orijinli, ekmeklik bir bugday ¢esitidir. Trakya Tarimsal
Arastirma Enstitlisiince tohumluk {iretimi yapilmaktadir. Tanesi kirmizi, sert ve orta
iriliktedir. Kahverengi ve kara pasa, siirmeye ¢ok hassastir. Viriis hastahklarina da

hassasiyet gosterir. Ekmeklik kalitesi iyidir. Trakya-Marmara bolgelerinde ekilebilir.

Saraybosna Cesit Ozellikleri:

Yugoslavya orijinli, ekmeklik bir bugday ¢esitidir. Trakya Tarimsal
Arastirma Enstitistince tohumluk tretimi yapilmaktadir. Kighk bir ¢esittir. Tanesi mat
kirmiz1 renkte ve yari-sert yapidadir. Kahverengi pasa hassas olup ekmeklik kalitesi
tyidir. Yagis rejimi iyi ve diizenli olan alanlarda ve sulama imkant olan alanlarda
ekilebilir.

Saroz-95 Cesit Ozellikleri:
Melezleme yolu ile 1995 yilinda gelistirilen ekmeklik bugday ¢esitidir.
Kislik bir gesittir. Soguklara dayaniklidir. Tanesi kehribar renkli, sert ve orta iriliktedir.

Kahverengi pasa dayanikly, siirmeye hassastir.



Prostor Cesit Ozellikleri:

Bulgaristan orijinlidir. 1995 yilinda adaptasyon c¢aligmalari sonucu
gelistirilen ekmeklik bugday ¢esitidir. Tanesi kirmuzi, sert ve orta iriliktedir. Kurakliga
dayamklidir. Az yags alan yerlerde ekilebilir.

Murat-1 Cesit Ozellikleri:

Melezleme yolu ile gelistirilen ekmeklik bir bugday ¢esitidir. Tanesi mat

kirmiz: renkte, sert ve normal iriliktedir. Kuraklia hassastir. Kahverengi pasa
dayanikhdir. Ekmeklik kalitesi yiiksektir.

Kirkpmar-79 Cesit Ozellikleri:

Ekmeklik bugday gesitidir. Alternatif bir ¢esitdir. Tanesi beyaz ve yumusak
yapilidir. Kurakliga hassastir. Ekmeklik kalitesi ortadir. Kahverengi pasa, siirmeye kars
da hassastir. Trakya Bolgesi, Kuzey Marmara ve Gineydofu Anadolu Bélgesi’nde

ekimi yapilabilir.
2. 1, 3. Bugdayda Kalite Kriterleri

Farkli bugday parcalar1 arasindaki fiziksel ve kimyasal farklar goze
carpacak kadar biiyiiktiir. Uretim, test etme ve degerlendirme, islemden gegirme ile
ilgili olsa da olmasa da bu farkhhklar genis kapsamli etkilere sahiptirler ve belirsiz bir
sekilde kalite olarak adlandirilan kriterin temelini olustururlar. Bir bugdaymm gergek
kalitesi toprak, iklim, bugday tohumu stofu ve tohum i¢i elemanlann etkilerinin
toplamidir (Finney, X.F., vd., 1987).

Bugday kalitesinin temel tanimi genellikle bir bugday sinifindan diferine
degisir. Kalitenin en basit tammi muhtemelen uygunluk bakimindandir. Arzu edilen
bugday iyi kaliteye, arzu edilmeyen ise kétii kaliteye sahiptir. Yumusak kirmizi ya da
beyaz bugday tipinin kalitesi yumugak bugday ogiitiimiine ve kek, kurabiye ve kraker

iretimine uygunlufu bakimindan tammlamr. Durum bugdayimn kalitesi irmik ve



makarna iiretimine uygunlugu bakimindan tammlanir. Boylece herhangi bir bugdayin
kalitesi tek bir 6zellikle ifade edilmez (Finney, K.F., vd., 1987).

Degirmencilikte ise bugdayin hasattan sonra en az iki y1l dinlenmis, dolgun,
saglam, saghkl, temiz (yabanc: maddesi diigiikk), beyaz un iiretimi ve islenme kalitesi
yiksek, enerji sarfiyat1 disik olmalidir. Bunu belirlemek i¢in de degisik kriterler
kullanilir (Ertugay, Z., vd., 1994).

Yetistirildigi ekoloji ve kiiltiir: Bugdaydaki ekim mevsimi, sulama, zirai
miicadele gibi islemler iiriin kalitesi Gzerinde etkili olmaktadir. Yazlik ekilen bugdaylar
kislik bugdaylardan; kiragta yetistirilenler sulak olanlardan; uygun gekilde
giibrelenenler giibresizlerden daha yitksek kalite gosterirler (Elgiin, A., Ertugay, Z.,
1992).

Botanik Ozellik: En 6nemli botanik 6lgiiler tiir ve gesit kalitesidir. Kiiltiiri
yapilan tirlerin botanik simiflandirilmasi Tablo 2.1°de verilmektedir (Elgiin, A,
Ertugay, Z., 1992).

Tablo 2. 1. Bugdaylarin Botanik Swiflandiriimas:

Grup 2n Tiir Ads
Diploid 14 Tr. monococcum
Tetraploid 28 Tr. durum (makamalik)
Tr. polanicum -
Tr. turgidum
Hexaploid 48 Tr. vulgare (ekmeklik)

Tr. compactum (biskiivilik)
Tr. spelta




Tane Ozellikleri: Laboratuarda yapilan fiziksel ve teknolojik analiz
metodlartyla belirlenen tane 6zellikleridir (Ertugay, Z., Elgiin, A., 1994)).

a. Botanik Siniflama: Bugdayin tirii ve ¢esidi,

b. Fiziksel Ozellikleri: Hacim agirhig, bin tane agirhg, irilik, sertlik ve
camsilik, yabanci madde miktan, renk, koku v.s.,

c. Kimyasal Ozellikleri: Su, protein, ve kiil miktari,

d. Teknolojik Ozellikleri: Gluten (6z) miktan ve kalitesi, amilaz ve proteaz
aktivitesi gibi 6zellikleridir.

2. 1. 4. Bugdayda Kaliteyi Etkileyen Faktorler
2. 1. 4. 1. Yetistirme Sartlar

Yetistigi ekoloji (iklim ve toprak) ve kiltirr sekli (giibre, sulama, toprak

isleme, miicadele, ekim zamam v.s.) kaliteyi etkiler.
2. 1. 4. 2. Botanik Ozellik

Tanenin genetik potansiyeline bagli olarak tiir ve gesit kalitesi 6nemli birer

kriterdir. Gergek kalite faktorii bu olup, agiga ¢ikis diizeyini yetistirme sartlan belirler.
2. 1. 5. Bugdaymn Kimyasal Bilesimi

Bugday tanesinin kimyasal yapisina goéz atildiginda karbonhidrat, protein,
enzim, lipid, vitamin, su ve mineral maddeler goze garpar. Ozellikle karbonhidrat,

protein, A, B, ve E vitaminlerince zengin oldugu goniliir.



2. 1. 5. 1. Protein ve Aminoasit I¢erigi

Simmonds (1978) tarafindan yapilan bir ¢aliymada, tahil proteinlerinin
dagilimini incelenmis ve ¢ozinirlitklerine gore stuflandirilmigtir. Elde ettifi sonuglar

Tablo 2.2°de verilmektedir.

Tablo 2.2. Coziiniirliiklerine gore tahil endosperm proteinlerinin dagiiimi (%).

Tahil Protein Albuminler Globulinler  Prolamin Artik ve En énemli
(Hububat) araligt (suda (tuzda Gliadin Gluteninin protein
(%) ¢ozillebilir) ¢ozilebilir) (alkolde (alkalide  grubunun adi
¢Ozitlebilir)  ¢odzilebilir)
Ama 10-16 3-4 10-20 35-45 35-45 Hordein
Mistr 7-13 2-10 10-20 50-55 30-45 Zein
Yulaf 8-20 5-10 50-60 10-15 5 Avenin
Piring 8-10 2-5 2-8 1-5 85-90 Oryzin
Cavdar 9-14 20-30 5-10 20-30 30-40 Secalin
Bugday 10-15 5-10 5-10 40-50 30-40 Gliadin
(HRS*)
Bugday 12-16 10-15 5-10 40-50 30-40 Gliadin
(durum)

HRS™ = Sert kirnmizi yazlik bugday

Yine aymi aragtirmact tahillardaki aminoasit kompozisyonlarim da

incelemis ve elde ettifi bulgular Tablo 2.3’de verilmistir.
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Tablo 2. 3. Baz: tahillarin aminoasit kompozisyonlar: (% wt ile)

Bugday

Aminoasit (HRS*)  Cavdar
Triptofan 1.24 1.13
Treonin 2.88 3.70
Izolosin . 4.34 426
Lésin 6.71 6.72
Lizin 2.82 4.08
Metiyonin 1.29 1.58
Sistin 2.19 1.99
Fenilalanin 4.94 4.72
Trozin 3.74 3.22
Valin 4.63 5.21
Arginin 4.79 4.88
Histidin 2.04 228
Alanin 3.50 5.13
Aspartik asit 5.46 7.16
Glutamik asit 31.25 21.26
Glisin 6.11 4,79
Prolin 10.44 5.20
Serin 4.61 413
Toplam protein % 14.0 17.13

Tahil komponentlerindeki farkhiliklar aminoasit kompozisyonlarindaki
uyumsuzlugu agiklar. Alkolde ¢6ziinebilen fraksiyonlar (prolaminler) yitksek derecede
glutamik asit, prolin ve dusiik diizeyde lisin bulundurur.

Tahillarda sadece ekmeklik bugdayda ve bir dereceye kadar da ¢avdarda
depo proteinleri bulunur. Bu proteinlerde hamur (glutenler) formunda kuvvetli ve
elastik ozelliklere sahiptir. Talllardaki depo proteinleri toplam tane proteinlerinin
daha biiyiik fraksiyonlarini igermektedir.



11

Depo proteinlerinin % 85’ini igeren bugday endosperm proteinleri, gliadin
(alkolde ¢oziilebilen) ve glutenin (alkali yada asitte ¢oziilebilen) proteinlerinden olusur.

Depo proteinlerinin oran1 6rmegin protein icerigine bagli olarak degisir.

2. 1. 5. 2. Karbonhidrat Icerigi

Tahil tanesi karbonhidrat deposudur. En 6nemlisi de nisastadir. Nisasta
endosperm hiicreleri i¢inde, protein matriksine gémiilii nigasta tanecikleri halindedir.
Selitloz tanenin kabuk kisminda ve hiicre duvarlarinda yoZundur (Ertugay, Z., vd.,
1994).

Becker ve arkadaslan tane doldurma sirasinda bugday ve g¢avdar gibi baz
tahillarin sakkarid igerigini galismiglardir. Tane doldurma siiresince monosakkaridlerin
azaldigt, maltoz ve maltotriose’un degismedigi ve disik miktarlarda bulundugu
goriilmiistir. Tane olgunlastikga siikroz, rafinoz ve ketoz artmus, tetrasakkaritler
azalmistir. Tahillarin sakkarid igeriklerinin farkli oldugu anlasilmistir (Becker, R., vd.,
1977).

2. 1. 5. 3. Mineral Madde icerigi

Tanede mevcut mineraller, bulundurduklari miktar ve Onemlerine gore
major (X, P, Mg, Ca, Na gibi), minér (Fe, Zn, Mn, Cu gibi) ve eser (Ba, Br, Al gibi)
elementler olmak iizere ii¢ béliimde incelenebilir (Elgiin, A., Ertugay, Z., 1992).

Ciplak bugday tanesinin yaklasitk % 95’ini potasyum, magnezyum,
kalsiyum fosfat ve siilfat tuzlan olusturur. Tane KXH,PO,4, K,HPO, fitin fosforu olarak
iyi bir fosfat kaynagidir (Elgiin, A., Ertugay, Z., 1992).

Lockhart ve Nesheim (1978) yaptiklar: ¢aligmalarinda tahil taneleri ve tahi]

tirinlerinin mineral madde igeriklerini arastirmuglardir (Tablo 2.4).
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Tablo 2. 4. Tahil tanelerinin mineral madde ierikleri (mg.10" kg)
Ca Fe Mg | ¢ K Na Cu Mn Zn

Cavdar 60 10 120 340 460 1 078 669 3.05
Bugday (tane) 50 10 160 360 520 3 072 4388 340
Bugday (kepek) 140 70 550 1170 1240 9 123 11.57 9.80

Mineral maddeler tanenin kabuk kisminda yogundur. Endosperm merkezine
dogru yok denecek kadar azalir.

Bazi aragtirmacilar farkli bugday gesitlerinin mineral madde igeriklerinin
farkh oldugunu bildirmistir. Bir kismu bu farkliliklarin hem kalitsal, hem de gevresel
nedenlere bagli oldugunu ileri siirerken, bir kismi da farkliliklarin sadece genetik
nedenlere bagl: olarak ortaya ¢iktifini ileri strer.

Tanenin kil miktan genetik-ekolojik faktérler ve uygulanan kiltiirel
islemlerle degigmektedir. Besin maddelerince zengin, giibrelenmis topraklarda, kirag
kosullarda, kepek oram yiiksek cesitler fazla kiil igerigine sahiptir (Elgiin, A., Ertugay,
Z.,1992),

2. 1. 5. 4. Lipid Icerigi

Bugdayda 6zellikle ununda minér bilegenler i¢inde yer alir. Serbest lipidler
petrol eteri ile, polar olanlarn ise n-bitanol ile ekstrakte edilebilirler. Tahl
tohumlarindaki yag asitlerinin biiyiik miktar1 nétral lipid, fosfolipid ve glikolipid olarak
meydana gelir (Olson, R.A_, Frey, K.J., 1987).
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2.1.5.5. Vitamin Icerigi

Tall endospermini genetik olarak daha iistiin vitamin icerigiyle teshis
etmede kullanilan denemeler bilinmesede bujday tiamin (B,), riboflavin (Bs), niasin
(nikotin amid, B3) ve pridoksin (Be) vitaminlerinin 6nemli bir kaynagidir. Bugday

tohumu da E vitaminince (tokoferol) zengindir (Ksarda, D.D., vd., 1976).
2. 1. 6. Bugdaylarin Gliadin ve Glutenin Proteinleri

Bugday tahilinin depo proteinleri endosperm i¢inde sentezlenir,
elektroforetik mobiliteleri ve eriyebilme ozelliklerine gore de simiflandinlir. Sulu alkol
ile undan ekstrakte edilebilen proteinler olarak ifade edilen gliadinler monomerik
altbirimlerdir (30-40 kD) (Ksarda, D.D., vd., 1976). Gluteninler ekstraksiyon i¢in asir1
pH ya da denatiire solventler gerektirirler. Non-kovalent etkilesimlerle ve 10° kD ya da
daha biiytik olan agregatlarin igindeki disiilfit baglanyla birlesmislerdir (Ewart, J.A.D.,
1987).

Bugday glutenini, bugday unundan hazirlanan hamur; nisasta ve ¢oziilebilir
proteinleri temizlemek igin yikandifinda kalan yapisik ve elastik protein kiimesidir.
Disilfit baglar (S-S) sayesinde birbirine baglanan, alt birim polipeptidlerinin bir
cok tiirlerinden ibaret olan polimer proteindir. Gluteninin polipeptid igi disilfit
baglarindan bagka, polipeptid aras: disiilfit baglarina da sahip olabilir. f(ac gluteninin alt
biriminin bagl oldugunu anlamak i¢in alt birimlerindeki polipeptid i¢i ve aras: disilfit
baglarinin sayisimt ayri ayn saptamak gereklidir. Bundan 6nce ana gluteninin alt
birimlerine ayrilmal: ve bunlardaki S-S baglar belirlenmelidir (Matsumura, Y., vd.,
1984).

Yiiksek molekiil agirhikli (HMW) glutenin alt birimlerinin, ekmeklik bugday
(Tr. aestivum) glutenin’inin en o6nemli bilesenlerinden bin olarak digindlir fakat
yapilant ve diger glutenin proteinleriyle karsilikli etkilesimleri hala bilinememektedir.
Ancak by alt birimlerin (HMW) varli1 yada yoklugunun ekmek yapim 6zelliklerindeki
bugday ¢esitleri arasindaki farkhlikla ilgili oldugu gérilir,
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Gluten olmayan proteinler ise tuzda ¢ozilebilir globulinler, suda ¢oziilebilir
albuminler ve gliko-proteinlerdir. Gluten olmayan proteinler énemlidir glinkii biylik
olgiide gluten proteinlerinin iglevselliini arttinirlar (Finney, K.F., vd., 1987).

Bugdayda bulunan proteinleri basit olarak agagidaki gibi gosterebiliriz.

Bugday Proteinleri
Gluten olmayan proteinler Gluten proteinleri
(Hamur olusturmazlar %15) (Hamur olustururlar, % 85)
Albuminler Globulinler Digerleri l ‘L
Diisiik molekiil Yitksek molekiil
agirlikl agxrlih
Gliadinler Gluteninler
(30-40 kD) (10.000 kD)

Sekil 2. 2. Bugday proteinlerinin yematik olarak gésterilmesi

T:C. Y T ’op

ML "“;ﬂ‘/l K
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2. 2. BUGDAY PROTEINLERININ AYRILMASI

Tall proteinlerinin ayrilmast ve saflandinlmasinda yaygin  olarak
elektroforez teknikleri (diiz yatak; horizantal, dikey; vertikal slab jel veya tip (disk)

sistemi) kullaniimaktadir.

2. 2. 1. Bugday Orneklerinin Hazirlanmast

Baz1 ¢alismalarda segilen bugday oOrneklerinden alinan tek tane kagit
arasinda veya havan iginde ezilerek ya da degirmenle o6gutilerek 6rnekler
hazirlanmistir. Bazi galismalarda ise bufiday taneleri un haline getirilip, gézenek

blyiiklign 0.5 mm-0.8 mm olan eleklerden gegirildikten sonra kullaniimstir.
2. 2. 2. Bugday Proteinlerinin Ekstraksiyonu
Bugday proteinleri Osborne (1907) tarafindan tarif edilen metoda gore

basamak tarzi ekstrakte edilebilirler. Osborme’un metodu degistirilerek yapilan

ekstraksiyon iglemi Sekil 2.3.’de verilmektedir (Weiss, W., vd., 1993).
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Ogiitiilmiis bugiday tanesi
I———Tris-HCl tamponu
Santrifij ————p
SUPERNATANT COKELEK
(Albumin, Globulin)
% 75°lik Etanol
Santrify) ——»
SUPERNATANT COKELEK
(Gliadin) —— SDS
. Ure
Santrifiij

T

SUPERNATANT COKELEK
(Glutenin) (Artan protein, niyasta)

Sekil 2. 3. Bugday tanelerinden albumin, globulin, gliadin ve glutenin

proteinlerinin ekstraksiyon igleminin sematik olarak gosterilmesi.

Bu islem ti¢ protein fraksiyonu ile sonuglanmaktadir (Weiss, W.,vd., 1993
ve Penttila, LA, vd., 1991).

1. Tuzda eriyebilir proteinler (albuminler ve globulinler),

2. Sulu alkolde eriyebilir proteinler (gliadinler),

3. SDS/DTT de eriyebilir proteinler (gluteninler).
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Osborne(1907) proteinlerin ¢oziiniirliklerine gore yaptig siniflandinlmasini
protein elektroforezi ve disiilfit baglarimin kegfinden dnce gerceklestirmistir (Penttila,
LA, vd., 1991).

Tamas (1989) ekmeklik bugdayin gliadin proteinlerini hem % 70 (v/v)

etanol ile, hem de % 25 etilen klorhidrin’in egit miktarlariyla ekstrakte etmistir,

Toplam bugday endosperm proteinlerini ise farkh ¢oziiciilerle farkli pH’larda

ekstrakte ederek SDS-PAGE’ne uygulamigtir. Sekil 2. 4.’de verilen elektroforegram

sonuglanini elde etmistir.

Q4 D —.
67 kD —
43 kD) —

30 kD —

20 kD —

Sekil 2. 4. Degisik ¢oziiciiler kullanlarak ekstrakte edilen bugday proteinlerinin

SDS - PAGE ile M, tayini.
1: 68 mM Tris-HCI, % 1 SDS Tamponu, pH 7.0
2: 68 mM glisin-asetik asit, % 1 SDS tamponu, pH 5.0

3: 9% 25 etilen klorhidrin
4: % 70 etanol ile ekstrakte edilen protein bandlaridir.
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2. 2. 3. Bugday Proteinlerinin Indirgenmesi

Disiilfid baglart protein yapisinda, peptid baglarindan sonra en onemli
kovalent baglardandir. Aym veya farkli protein zincirlerindeki iki sistein bilegigi
arasinda bir yiikseltgenme reaksiyonu ile meydana gelir. Distilfid baglarinin en 6nemli
fonksiyonu, diger etkilesimler sonucu katlanma ve bikiilmelerle ortaya ¢ikan yapiya
daha fazla kararlilik kazandirmasidir. Yapisal protein zincirleri arasindaki disiilfid
baglan visko-elastik 6zelliklerini kismen de olsa saglar. Bugday glutenindeki disilfid
baglar1 hamurun yapiskan ve esnek 6zelliini olusturur. Proteinlerdeki S-S kdprileri tiol
grubu (S-H) tastyan bilesikler tarafindan indirgenerek pargalanabilir. Oncelikle
proteinin 8-10 M iire ile denatiire edilmesi gerekir (Telefoncu, A., 1988)

Matsumura ve arkadaslar1 (1984) glutenin proteinindeki distlfid baglarin
iki farkli sekilde indirgemislerdir. Uyguladiklan ilk yontem disiilfid baglarmin kismi
indirgenmesidir. % 0.4 protein konsantrasyonlarindaki glutenin 0.01 N Asetik asit
icinde dagitilir ve Nz gazt ile muamele edilir. Degisik konsantrasyonlardaki 2-
Merkaptoetanol glutenin ¢ozeltisine katiir ve indirgeme pH’1 6.0 ya yiikseltmekle
baslar. pH’in yitkselmesiyle birlikte glutenin hemen agregatlasir. Diger yontem disiilfid
baglannin tam rediksiyonudur. 1 mM EDTA igeren 0.1 M Fosfat tamponu (pH 8.8)
icindeki %1 glutenin gozeltisi 20 dakika N, gazi ile havas: alnir. 4.5 saat 20 °C°de 5
mM 2-Merkaptoetanol ile indirgenir.

Wieser ve arkadaslar1 (1990) gluten’in disiilfit baglarim Friedman ve
arkadaslarimin (1970) metoduna gore indirgemisdir.

Curioni ve ekibinin Italya’da yaptifn ¢aligmasinda (1990) da yerel bugday

glutenindeki S-S baglarin1 2-Merkaptoetanol ve ditioeritrol varlifinda indirgemisdir .



2. 2. 4. Bugday Proteinlerinin Saflastirtlmasi

Proteinlerin saflastirilmasinda kromatografik ve elektroforetik teknikler
yaygin olarak kullamlmaktadir. Tahillar iizerinde yapilan g¢aliymalarda bugday
endosperm proteinleri iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi ile
saflagtiriimagtir.

Curioni ve arkadaslan (1990) bugday glutenin proteini igeren siipernatanti
bio-jel P-6 kolonu tizerinde (2.6x26 c¢m) saflagtirmugtir. Kromatografi 15 ml/saat’lik bir
akig oraminda gerceklestirmistir. Ornekleri kolondan 3 M iire igeren 10AmM Tris HCI
(pH 8) tamponu kullanilarak eliie etmistir.

Matsumura ve grubu (1984) ise glutenini CM—Sephadeks ile saflagtirmigtir.

Tamas (1989) gliadin proteinlerini katyon degistirme CM- ve anyon
degistirme DEAE- seliiloz kolonlarinda ayirmistir. CM~ ve DEAE- seliiloz aktive
edidikten sonra 0.3 M NaCl ¢ozeltisinde siispanse edilmistir. 2x65 cm ebatinda
kolonlar hazirlanmistir. Gliadin ornekleri kolona % 70 (v/v) etanol iginde

uygulanmustir. Ornekleri 4 ml’lik fraksiyonlar halinde kolondan toplamis ve 280 nm’de

absorbanslar 6l¢tilmistir (Sekil 2.5).

20+
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Sekil 2. 5. Ftanol ile ekstrakte edilen gliadinlerin etanol iceren DEAE — Seliiloz

kolonunda kromatografik avrilmasi (Alag orani 15 ml/saat).
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2. 2. 5. Bugday Proteinlerinin Analizinde Elektroforetik Yontemler

Cesitli elektroforez tekniklerinin uygulamalan, bugday gliadinlerinin ve
glutenin’in yiksek molekiil agirlikli alt birimlerinin genetik kontrolii ve bilegimi
hakkindaki bilgilerimizi gelistirmede 6nemlidir.

Bitiin depo proteinlerinin ayrilmasinda iki metot ortaklasa olarak
kullanilmaktadir. Daha asidik polipeptidler i¢in; iki farkh elektroforez tekniginin bir
kombinasyonu olan IEF x SDS-PAGE, daha bazik polipeptidler i¢in; dengelenmemis
pH gradient elektroforezi (NEPHGE) x SDS-PAGE kullamlabilir. Aymt zamanda g
farkl bir-boyutlu tekniklerin bir kombinasyonu olan A-PAGE gliadin polipeptidleri igin
kullamilmaktadir. Glutenin’in yiitksek molekiil afiriklh (HMW) ve digik molekil
agirhikli (LMW) alt birimleri igin de bir-boyutlu SDS-PAGE basamaklan kullanilir
(Khelifi, D., Branlard, G., 1991).

Bazi1 arastirmacilar proteinlerin yapisim ve biyokimyasal o6zelliklerini
incelemek amaciyla jel filtrasyonu, elektroforez, “izoelekirik odalklama”, yiksek
performans sivi kromatografisi (HPLC) gibi gesitli teknikleri kullanmislardir.

Elektroforez metotlarinin dikkate deger dezavantaji ise, diger saflandirma
yontemlerine gore daha zaman alici olmasidir. Ancak son yillarda son derece popiiler
olan minyatiir elektroforez sistemlerinin kullanimt ile bu problem asilmustir (Telefoncu,
A., 1996).

Avusturalya’li bir ¢aliyma grubu, bugday gesitlerinin tespiti i¢in, minyatir
poliakrilamid gradient jellerine dayanan hizli bir elektroforez metodu tammlamiglardir.
Bu metot bir saat i¢inde elektroforetik tespite imkan saglamaktadir. Etilen glikol ile
gliadin proteinlerinin ekstraksiyonundan sonra Na-Laktat tamponu (pH:3.1) kullanilarak
MG-315 jelini 300 Volt’da 9 dakika katodik elektroforeze tabi tutmuslardir.Hizl
lekeleme (20 dakika’dan az) “Gradipure” lekesi iginde yiksek sicaklikta (50 °C)

gerceklestirilmigtir. Sekil 2. 6. *da goriilen elektroforegram sonuglarini elde etmislerdir

(Wringley, CW., vd., 1991).
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Sekil 2.6. Etilen glikol ile Avusturalyan bugday tanelerinden ekstrakte edilen
gliadin proteinlerinin mikrograd elektroforetik Srnekleri

Ustelik minyatilr jéllerin kullanimi hizlilik (8nceden kullanim igin hazir
jelleri kapsadifindan), yeniden firetilebilirlik, uyguntuk ve emniyetli olusu (jel olusumu
i¢in ndrotoksit akrilamid monomerlerinin elle kullanimmm sakindifindan) avantajlarn
birlestirmektedir (Wringley, C.W., vd., 1991).

2. 2. 6. Gliadin Elektrorofezi

Elektroforez g¢aliymalarinda alkolde ¢dziinen protein olan gliadin
elektroforegrami gesit ayinminda en gok tercih edilen ydntemdir. Bu proteinin avantaji
¢evre kosullarindan etkilenmemesi, ¢ok az 6rnege gereksinim duymas: ve kapasitesinin
yiiksek olusudur,

Basit olarak ifade edildiginde gliadin elektroforezi proteinlerin molekiiler
biiytiklik ve elektriksel yiiklerine gére ayinmidir, Asidik pH’da gliadinler pozitif
yiiklidiirler ve bir jel ortaminda elektrik akiminin etkisi altinda negatif yiiklti elektroda
dogru hareket ederler. Bu hareketin hizi, molekiiler biyiiklik ve yik yogunluuna
baglidir (Aktan, B., Atl1 A.).



22

Gliadinlerin yaygin olarak bulunan tiirdesleri, bireysel protein bilesimlerinin
saf bir formda izolasyonunu giiglestirmektedir. Kiigiik miktarlarimi temizlemek igin 1-
ve 2- boyutlu jel elektroforezi ve izoelektrik odaklama (IEF) gibi yitksek kararliliga
sahip metotlar kullanighdir (Bushuk, W., Zillman, RR., 1978). Fakat daha biiyik
miktarlar da kolon kromatografisi tekniklerinin kararlilig: yetersiz kalmaktadir (Brown,
JW.S., vd., 1981, Payne, P.I, Corfield, K.G.,, 1979). Saf gliadin proteinlerinin
ekstrasiyonu igin affinite kromotografisi kullamlabilirse de spesifik antibadilerin temini
zordur. Ters-faz yitksek-performans sivi kromatografisinin (HPLC) kararlihg: yiiksektir,
ancak nicel ve nitel analizlerde kullanim igin daha uygundur.

Bugday besidokusunun (endosperm) depo proteinlerinden biri olan
gliadinler asit poliakrilamid jel elektroforezi (A-PAGE) iginde azalan elektroforetik
mobilitelerine uygun olarak a, B, vy ve o gruplan seklinde kisimlara ayrilmistir (Tamas,
L., vd., 1989, Masci, S., vd., 1991).

Bushuk ve Zillman (1978) yaptiklan g¢alismalarinda, gliadin elektroforez
sistemini gelistirmigler ve gliadin bandlarina yeni bir adlandirma sistemi énermiglerdir.

Aktan ve arkadaslart Bushuk ve Zillman’a ait metodun modifiye edilmisg
seklini kullanmiglardir. Jelin dayamklligi arttirdign ve gliadin bandlarini daha iyi
ayirdigt i¢in modifiye yontemi tercih etmislerdir. Elektroforez islemi LKB 2001 dikey
elektroforez aletinde, 500 Volt’luk elektrik akiminda, 15 °C’de, 160x180x1.5 mm
boyutlarindaki jellerde gergeklestirilmistir. Boyama % 95°1lik etil alkol’de ¢dziinmiis
Coomassie Brilliant R-250 ile, boya giderme ise % 12’lik Trikloroasetik asit ¢ozeltisi ile
yapiimustir. Ekmeklik bugdaylardan elde ettikleri gliadin band desenleri Sekil 2.7°de
gosterilmigtir (Aktan, B., Atly, A)).
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A) Bezostaya-1 B) Kate A-1
Sekil 2. 7. Iki ekmeklik bugday gesidinin gliadin elektroforegramlar

2. 2. 7. Glutenin Proteinlerinin Elektroforezi

Glutenin proteinlerinin alt birimlerine ayrilmasinda izoelektrik odaklama
(IEF), ters-faz. yitksek-performans sivi kromatografisi (RP-HPLC), sodyum dodesil
siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yada 2-boyutlu elektroforez
teknikleri (IEFXSDS-PAGE v.b.) kullamimaktadir. Buna ragmen gluteninin alt
birimlerine ayrilmasina iligkin elimizde az bilgi mevcuttur.

SDS-PAGE glutenin proteinlerinin molekiil afirliklarina gére alt birimlerine
ayriimasinda gok sik kullamlan bir metottur. Matsumura ve arkadaslarinin(1984) iki
farkli caligmasi 6rnek olarak verilebilir. Bu Japon arastirma grubu yerel bugday

unlarindan elde ettikleri glutenini indirgedikten sonra alt birimlerini Laemmli’nin
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(1970) siireksiz tampon sistemini kullanarak SDS-PAGE ile ayirmislardir. Elektroforezi
20 °C’de 16~20 saat 20 mA’de gergeklestirmislerdir. Elektroforezden sonra SDS’yi
jelden uzaklagtirmak i¢in SDS-PAGE jelini metanol-su-asetik asit (10:83:7 v/v)
¢ozeltisi ile 1slatmiglardir. Goriniir bandlan jiletle kesip ¢ikarmslar ve her bir jel
fragmentini kiigiik parcalar halinde ezmislerdir. Ezilen jeli % 4 SDS ve % 20 gliserol
iceren Tris-HC! tamponunda (pH 6.8) ¢alkalamuslar, SDS’nin proteine baglanmasini
saglamak igin 5 dakika 100 °C’de isitnuslardir. Jelden proteinin elektroforetik
ekstraksiyonunu 20 mm g¢apindaki bir cam tiip iginde Laemmli tampon sistemi ile,
16~20 saat, 20 °C’de, 40 mA’de yiiriitmiislerdir. Elektroforegram sonuglan Sekil 2.

8.’de verilmistir.

Sekil 2. 8 Glutenin'in alt birim polipeptidlerinin SDS-PAGE ile ayrilmast ve Mw

tayini.
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Yine ayni grup bir baska ¢aligmasinda aym bugday reklerini kullanarak
PH 6.0°da 2-Merkaptoetanol’iin degisik konsantasyonlariyla glutenini indirgemislerdir.
Polipeptid arasi S-S balarinin kismi indirgeme ile kinlip-kinlmadigint aragtirmak igin
alt birim monomerlerinin serbest birakilmasim SDS-PAGE ile gozlemislerdir. SDS-
PAGE Laemmli’nin tampon sistemini kullanarak, aym yontemle uygulamiglardir.
Asagida goriilen sonuglan elde etmislerdir (Sekil 2.9). Buna gore band 1+1°, band 2,
band 3 ve band 7 2-Merkaptoetanol’iin diigik konsantrasyonlarinda bile ortaya
¢ikmaktadir. 136 kD, 132 kD ve 110 kD molekiil agirliina sahip olan diger band grubu
2-Merkaptoetanol’in  diisitk konsantrasyonlarinda goriinmis, fakat asin  yiksek

konsantrasyonlarda goriilmemigtir.

?ﬂa;t T, T P v X7 3
- (%)
MAR A~
e 44 L g
8P e oo .
= 7 L4 w2 g o i :‘7‘;
Band 1+1 194 A
Band 2 S el - 0O = -110
Band 3 e TP

Band ¢ 60 o
Band 4°' 533 e

Band §

Gangd “'N-.“~'"

MEE ) g e :

Band 7 3B T v e e gn C v e : ? -3
Mo 0 12 96 3 1 o025

AHE (i)

Sekil 2. 9. 2-Merkapto etanol’iin degisik konsantrasyonlariyla kismi olarak
indirgenen  gluteninin SDS-PAGE ile Mw tayini.
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SDS-PAGE orneklerinin incelemeleri, alt birimlerin tiirlerine gore
polipeptid aras1 S-S baglaninin  reaktivitelerinin  farkli  oldugu izlenimini
uyandirmaktadir.

Glutenin proteinlerinin ayrilmasinda kullamilan bir diger teknik Jzoelektrik
Odaklama (IEF) teknigidir. Elektrofokuslama olarak da adlandiriimaktadir.

Proteinlerin izoelektrik noktasina gore belli bir pH’da ayrilmasinda
izoelektrik odaklama 6nemli bir metottur. Protein molekiiliiniin net yiikiiniin sifir
oldugu pH degeri (pl) izoelektrik noktadir. Bu pH’da protein molekiilleri elektroforetik
olarak hareket edemezler (Giulian, G.G., vd., 1984).

IEF’nin temel dezavantajlari, pH gradienti olusturmak igin kullamlan
sentetik tastyict amfolitten kaynaklamir. Pratikte pH gradienlerinin uzun siire stabil
kalmas1 zordur. Bu durum zamanla pH gradienti ve proteinlerin katoda dogru
kaymalari, gradientin bozulmas: ve 6rnek kaybi ile sonuglanir Buna ragmen izoelektrik
odaklama duyarlih yiiksek olan bir yéntemdir. Temelde analitik amaglarla
kullanilmasina ragmen, kromafokuslama’ya benzer sekilde prepapatif amagla da
kullamlabilir (Telefoncu, A., 1996).

Bu teknikle Curioni ve ekibi (1990) glutenin proteinlerinin preparatif
izoelektrik odaklanmasim gergeklestirmistir. Yerel bugday unundan elde ettikleri
glutenin proteinlerini 1-propanol ve 6 M iire ile ekstraksiyon islemi sirasinda
indirgemislerdir. Indirgenen glutenin polipeptidlerini pH:3-10 olan Bio-Lyte amfolit ile
IEF’ye uygulamislardir. IEF 9 saat 20 W sabit giigte yuriitiilmigtiir. Boyama Coomassie
Brilliant Blue R-250 ile yapilmistir Baganlt bir ayinm gergeklestirmislerdir.Orneklerin
Sekil 2.10.’da goriildiigi gibi izoelektrik noktalarina gore molekiil agirligt bulunmugtur.
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Sekil 2. 10. Bugday glutenin proteinlerinin izoelektrik odaklama yintemi ile

ayrilmasi ve Mw tayini.

Son zamanlarda ters-faz yiiksek-performans siv1 kromatografisi (RP-HPLC)
de glutenin alt birimlerini ayirmada kullanilmaktadir.
Bu teknik ile ayirmada elimizde bulunan bir ¢alisjma da Alman aragtirma

grubunca yapilan ¢alismadir. Rektor ¢esidi bugdaydan elde ettikleri glutenin’in yitksek
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molekiil agirhkl: alt birimlerinin (HMW) alkilatlanmug ve alkilatlanmamus omekleri Cg
silikajel tizerinde preparatif RP-HPLC ile aywmuslardir. Sonuglar Sekil 2.11.°de
gosterilmigtir (Wieser, H., vd., 1990).
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Sekil 2. 11. Rektor gesidinden glutenin'in HMW alt birimlerinin RP-HPLC.
Coziicii A; % 15 (wv) 2-propanol /% 0.1(v/v) trifloroasetik asit / N>
Coziicii B; % 80 (vv) asetonitril /% 0.1 (v~v) trifloroasetik asit /' N;

(a) Alkilatlanmamis alt birimler

(b) Pridiletilath alt birimler

(Toplanan kromatogram pargalar: sivah cubuklarla belirtilmistir.)
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Hem alkilatli, hem de alkilatlanmamg 6rneklerin dért 6nemli komponente
ve ¢esitli onemsiz komponentlere sahip oldugu gorilmistir. Alkilath alt birimler,
alkilatlanmams alt birimlere gére daha diisik asetonitril konsantrasyonlariyla elde
edilmigtir. Alkilath alt birimler 10, 9, 3 ve 5 (Sekil 2.11.(b)) sirasinda elue edildigi halde

alkilatlanmamus alt birimler 10, 5, 9 ve 3 (Sekil 2.11.(a)) sirasinda elue edilmistir.

2.2.8. Protein Elektroforezi Verilerinin Tarimda Degerlendirilmesi ve

Bilimsel A¢xdan Onemi

Canlilarin yapisinda bulunan proteinler yap: proteinleri, depo proteinleri,
enzimler, hormonlar, immunolojik proteinler gibi farkli sekillerde bulunmaktadir.
Hububat depo proteinleri ise degigime ugramadan endospermde depolandiklarindan,
bitkinin kalitsal 6zelliklerini direkt olarak yansitirlar. Yani depo proteinlerindeki
aminoasit dizilis sirast, DNA’daki baz dizilis sirasina baghdir. Genetik yonden farkl: bir
bireyin, ¢esidin ve irkin kendine 6zgii protein imzas: (finger print) vardir. Boylece depo
proteinlerinin incelenmesiyle ortaya ¢ikan bilgiler o gesidin genetik olarak tamnmasinda
parmak izi olarak kullamlabilir.

Cesitler arasinda ayirim yapabilen yontemler yaklasik on yildan beri
bilinmektedir. Bu amagla en ¢ok kullanilan yéntem, poliakrilamid jel elektroforezi
yontemidir.

Elektroforez teknikleri 6zellikle bugday taneleri igindeki 6zdesligin
belirlenmesinde yararli olmaktadir. Bu nedenle de hasattaki tanelerin kaliteli tipini
belirlemede ve tohum tretiminde, tohumun saflig1 ve farkli tiplerin yapisini belirlemede
kullanilir (Wringley, C.W., vd.,1991).
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Tohum depo proteinleri 4 ana bolgede genetik marker olarak
kullamImaktadir (Stoyanova, S.D., Kolev, K.D., 1996).
e Cogalmalar arasindaki ve igindeki genetik farkin analizi,
o Ureme ve genetik koruma iligkisiyle bitki evcillestirilmesi,
o Genome akrabaliklari,
e Bitki yetistirilmesinde bir arag olarak.

Molekiiler seviyede bugday | endosperminin kimlik tespiti ve genetik
yapisinin belirlenmesi i¢in gliadin elektroforezi bir metod olarak kabul edilmistir.

Stoyanova (1996) Bulgaristan da ekimi yapilan bugdaylarin elektroforetik
ornekleri kullanilarak biyokimyasal seviyede genetik gesitliligi belirlemigtir. Gliadin
proteinleri % 70’lik etanol ile ekstrakte edilmis ve (pH 3.1) Asit poliakrilamid jel
elektrofozi (A-PAGE) ile fraksiyonlarina ayrilmugtir. Gliadinler 3 mm’lik bir kalin
yatay tabakada, 20 °C’ de, 7 saatte, kuyucuk basina 5 mA’lik akimda elektroforeze tabi
tutulmuslardir.

Cesit belirlenmesi gliadin elektroforezi disinda izoenzim elektroforezi ile de
yapilmaktadir. Cok sayida izoenzim sistemi bitkiler arasindaki genetik, biyokimyasal,
fizyolojik v.b. farkliliklan kalitatif ve kantitatif olarak belirlemede kullamilmaktadir.
Yine HPLC teknigide ¢esit belirlenmesinde kullamilmaktadur.

Gliadin elektroforezinde oldugu gibi glutenin, albumin ve globulin
elektroforezinden de ¢esit ayinminda yararlamlabilir. Fakat albumin ve globulin daha
¢ok tiir aymmminda kullanilir. Glutenin ise elektroforezden énce alt birimlerine ayrilmas:
gerektiginden daha az kullamm sahast bulunur (Bietz, J.A., 1987).

Tipta allerjik astimin bir sekli olan ve meslek hastahf olarak tanmimlanan
baker’s astimina sebep olan bugday tanesi allerjenlerini belirlemede izoelektrik
odaklama ve yatay sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi sonuglarindan
yararlamhr (Weiss, W., vd., 1993). Glutenin sindiriminden kaynaklanan bir hastahk
olan coeliac hastalifindaki bugday proteininin kimligini belirlemede de SDS-PAGE
kullamlmistir (Penttila, LA, vd., 1991).
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3. MATERYALLER VE METODLAR

3. 1. MATERYALLER
3. 1. 1. Kullamilan Bugday Ornekleri

Materyal olarak kullamilan Afilla-12, Bezostaya-1, Kate A-1, Pehlivan
Prostor c¢esiti  ekmeklik bugdaylar Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden

Ogiitiilmis, unlar halinde temin edilmistir.

3. 1. 2. Kullamlan Kimyasallar
e Akrilamid: C4HsON (Merck)
e Amfolit pH 3-10 (Fluka)
e Amonyumpersiilfat: NoHg S20z (Merck)
o Asetik asit: CaH,0, (Merck)
e Bakir Siilfat: CuSO4 (Atabay)
e Bromofenol: Ci9H00sBr4S (Merck)
e n-Biitanol: C4H;00 (Merck)
e Coomassie Brillant Blue R-250: (Karlan)
e Dializ Tipi (Sigma)
e Etanol: C;HO (Merck)
o EDTA: CioH160sN; (Atabay)
e Folin Ciocalteu Reaktifi: C,oHsNaOsS (Sigma)
o Gliserin: C3HzO3 (Atabay)
e (-Laktoglobulin (Sigma)
e Lipaz (Sigma)
e 2.-Merkaptoetanol: C;HsOS (Sigma)

'RC. YE.F 'Wfﬁjﬁfrmrﬂ'
VESTRO v ETim T
DOKUMANTASY Y

UN MERKEZ]
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e N,N’-Metilenbisakrilamid: C;HoO2N; (Sigma)
e Sephadex G-200 (Sigma)

e Sifir Serum Albumini (Sigma)

o Silikajel G-60 (Merck)

e SDS: C12H2504S (Merck)

o Sodyum Hidroksit: NaOH (Merck)

¢ Sodyum Potasyum Tartarat: C4H,;KNaOg.4H,0 (Merck)
e Sodyum Silfit: Na;SO3 (Merck)

e Sulfirik asit: H,SO4 (Merck)

e TCA: C;HCL0; (Merck)

e TEMED: CsHy6N; (Karlan)

e Tripsinojen (Sigma)

e Trns HCl: C4H,1NO3.HCI (Sigma)

e Ure: C H40N; (Merck)

3. 1. 3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

e Santriflij: MSE MS 60 Sanyo Ultrasantrifiij

e UV Spektrofotometre: Shimadzu UV-160A

e pH metre: Jenway 3010 pH meter

o Vortex: Fisons

s Isitict ve Manyetik Karigtiric: Kermanlar

o Terazi: Gec Avery

e Shaker: Clifton

e Mikropipet: Volac (50 ul, 500 pl, 1000 pl)

e Elektroforez: Hoeffer (SE 600 Vertical Slab Electrophoresis)
o Giig Kaynagi: Hoeffer (PS 500xT PC. Power Supply)

e Taraklar: 15 6rnek kuyusu olan
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e Scanning Dansitometre: Hoeffer (GS 300)
e Bilgisayar: Pentium 166 MMX

3. 1. 4. Kullanilan Cézeltiler

1-Propanol ile Ekstraksiyon icin ;
e % 50 (v/v) 1-Propanol ¢ozeltisi

e 1 ml 2-merkaptoetanol ¢ozeltisi

6 M Ure ile Ekstraksiyon icin;
e % 50 (v/v) 1-Propanol ¢ozeltisi
e 1 ml 2-merkaptoetanol ¢ozeltisi
e 1 mM EDTA ¢ozeltisi
e 6 M Ure ¢ozeltisi
e 20 mM Tris-HC! tamponu (pH 8)

Kolon Tampon Cozeltisi igin;
o 3MUre
e 10 mM Tris-HCI (pH 8)

Protein Ornelderinin Deristirilmesi icin;
o % 3 (w/v) NapSO; ¢ozeltisi
e % 0.2 (v/v) HSO4 ¢ozeltisi

Protein Tayini igin;
e 0.1 N NaOH i¢inde hazirlanmis % 2 Na,COs ¢ozeltisi
e % 0.1°lik sif1r serum albumini (BSA)
o % 1 CuSO, ¢ozeltisi
e % 2 Na-K tartarat ¢ozeltisi
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Elektroforez igin;

Monomer ¢dzeltisi (% 30 T, % 27 C)

Amonyumpersiilfat (% 10’luk)

Anot ¢ozeltisi (0.02 M Asetik asit)

Katot gozeltisi (0.02 M NaOH)

Fiksatif-1 gozeltisi (% 20 TCA)

Fiksatif-2 ¢ézeltisi (% 40 Etanol, %10 Asetik asit, 0.25 SDS)
Lekeleme c¢ozeltisi (% 40 Etanol, %10 Asetik asit, % 0.125
Coomassie blue R-250)

Leke ¢ikarma ¢ozeltisi (% 40 Etanol, %10 Asetik asit)

Bromofenol ¢ozeltisi

Ornek tampon ¢ozeltisi

Referans orneklerin ¢ozeltisi (Sifir Serum Albumini, Lipaz,
Tripsinojen, B-Laktoglobulin)

Bugdaylarin 6rnek tampon ¢ozeltileri

Referanslarin érnek tampon ¢ozeltileri

Amfolit (pH:3-10)



3.2. METODLAR

3. 2. 1. Bugday Orneklerinin Hazirlanmast Metodu

Biz bu ¢alismada hem bugdaydaki glutenin proteininin ve cinsinin
belirlenmesi, hem de farkli bugday cinsleri veya hibrit tiirleri arasindaki glutenin
proteini farkliliklarim gérmek amactyla bugday gluten proteinlerini Poliakrilamid
jellerde, Izoelektrik Odaklama (IEF) metoduyla, izoelektrik noktasina gre ayirdik. Bu
amagla Trakya Tanmsal Arasttrma Enstitiisii’nce bolgemizde yaygmn olarak ekildigi
belirlenen bes farkli ekmeklik bugday unlarindan glutenin proteinleri A. Curioni ve
arkadaslarimin (1990) Italya’da yapilmis calismalan esas alinarak elde edilmis ve
Izoelektrik Odaklama’ya uygulanmstir.

Ik olarak unlardan gluten proteinleri elde edilir. Tarttmu yapilan unlarin
yaglart 10 hacim n-biitanol ile ekstrakte edilerek uzaklastinlir ve havada kurutulur.
Kuru unlar bidestile su ile siirekli yikamr. Béylece ¢6ziinebilen nisasta ve albumin
proteinleri hamurdanv uzaklastinlir ve gluten proteinleri elastik, yapiskan bir formda

hamurdan ayrilir.
3. 2. 2. Glutenin Proteinlerinin Indirgenme Metodu

Disiilfid baglari, proteinlerin stritktiiriinii olugturan giiglii kovalent baglardan
biridir. Zincir i¢i veya zincirler arasinda bulunabilen bu baglar, proteinlerin yapisinda
katlanmalara neden olarak aktif merkezi olusturan amino asitlerin diizenlenmesinde rol
oynarlar. Aynca, disilfid baglari yapisal galismalarda bazi karmasalara neden
olabileceginden uygun tiirevlerine doniigtiiriilerek stabilize edilmelidir.

Disiilfid baglarinda indirgeme; denatiire olmus proteinlerin hafif alkali pH
da ve oksijensiz ortamda diigitk molekiil aguhkli bir tiol bileseninin asinsiyla

muamelesine dayanir. Tiol reaktifleri olarak; sistein, 2-merkaptoetilamin, glutation,
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ditiyotreitol ve 2-merkaptoetanol kullanilir. Siyanat iyonlar uzaklastirilmis, 8-10 M iire
¢ozeltileri reaksiyon i¢in en iyi ortamdir (Telefoncu, A., 1988).

Proteinlerin indirgenme reaksiyonunu asagidaki gibi gésterebiliriz.

?rotein protein
2
! ! +2RSH o—»
S—S SH SH

Glutenin proteinleri arasindaki S-S koprileri 2-merkaptoetanol tarafindan

ekstraksiyon sirasinda indirgenmisdir,
3. 2. 3. Glutenin Proteinlerinin Ekstraksiyon Metodu
Glutenin proteinleri hamurdan iki sekilde ekstrakte edilmigtir.
3.2.3.1. 1-Propanol ile Ekstraksiyon

Gluten 2-merkaptoetanol ve distile su igindeki % 50 (v/v)’lik 1-propanol ile
ekstrakte edilir. Bu karisim oda sicakhifda bir gece kanstirtlir. 15 dakika, 10 °C’de
31.000 x g *de santrifiyjlenir. Siipernatant IEF i¢in kullanilir (Curioni, A., vd., 1990).

3.2.3.2. 6 M Ure ile Ekstraksiyonu

Gluten 2-merkaptoetanol ve distile su igindeki % 50 (v/v)’lik 1-propanol ile
karistirihr. 1 mM EDTA ve 6 M iire igeren 20 mM Tris HC! tamponunun (pH 8) ilave
edilir. Bu kangim 37 °C’de 2 saat kanstmlir, 15 dakika, 10 °C’de 31.000 x g °de
santrifiijlenir. Stipernatant jel filtrasyon kromatografisi (GFC) ile saflandirildiktan sonra

1EF icin kullamldi (Curioni, A., vd., 1990).
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3. 2. 4. Glutenin Proteinlerinin Saflastiriimas:

Glutenin proteinleri dekstran esasli Sephadex G-200 tarafindan je! filtrasyon
kromatografisi (GFC) yontemi ile saflastinldi. Jel gegirgenlik veya molekiiler eleme
gibi adlarla da amlan bu yontem molekiller boyuta bajimlh bir seperasyon
gerceklestirmektedir.

GFC’nin temel prensibini, 6rnek molekiillerinin durgun faz ile mobil faz
(solvent faz) arasinda dagilimi olusturmaktadir. Seperasyon olayi, kolonda bulunan
porlu jel matriks (boncuk formunda) ve gevresindeki solvent araciligi ile meydana
gelmektedir. Kolona uygulanan drnek molekiilleri, porlarin boyutundan ok biyik ise
durgun faz tarafindan tutulmakta ve kolonu ilk olarak terk etmektedir. Kugik
molekiiller ise matriks porlarina girmekte ve burada alikonmaktadir. Bunu izleyen
basamakta, porlar tarafindan tutulan kiigiik molekiiller diffiizyon ile ayrilmakta ve mobil
fazin akist ile ortamdan siipiiriilmektedir. Bu sekilde biitiin molekiiller azalan
boyutlarina bagimli olarak kolondan eliie olmaktadir.

GFC’de kullanilan materyallerin ineert olmas: gerekmektedir. Destek jeller
olarak en ¢ok tercih edilenler, garpraz bagli poliakrilamid, agaroz, dekstran veya
bunlarin kombinasyonlaridir. Bir uygulama i¢in en uygun jel matriksi seg¢iminde
fraksinasyon aralifi, temperatiir, pH ve organik solventlere kars: kararlilifit gibi gesitli
faktorler degerlendirilmelidir.

Jel kromatografisini difer kromatografi tiplerinden aymwan karakteristik
ozellik, kromatografi yatafindaki durgun fazi olusturan tancciklerin yiksiiz bir jel
icermesidir. Bu jel kromatogirafi yatagindaki solvent ile sisirilmektedir (Telefoncu, A.,

1996)
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3. 2. 5. Protein Tayin Yontemi

Orneklerdeki toplam protein igeriginin belirlenmesinde Lowry yéntemi
kullanmildi. Bu yontem protein konsantrasyonu tayininde kullamlan g¢ok hassas
yontemlerden biridir. Kompleks inorganik tuz yapisindaki Folin-Ciocalteu-Fenol
reaktifi peptid baglan ile alkali bakir iyonlarinin koyu mavi renk olusturmasmnin yam
sira reaktif serbest veya peptid bagiyla bagl tirozin ve triptofan ile siddetli mavi-yesil

renk vermektedir. Yontem asagidaki gibi uygulamr;

Gerekli Cozeltiler:
o Stok Protein Cozeltisi: % 0.1°lik serum albumini ¢ozeltisi
o Alkali Bakir Reaktifi: 1ml % 1’lik CuSO45H;0, 1ml % 2’lik
sodyum potasyum tartarat ve 98 ml 0.1 N NaOH’de hazirlanmis % 2’lik Na;COs

sirastyla karigtirildi. Her deneme igin taze olarak hazirlanir.
e Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi: Denemelerde Merck tarafindan
iiretilmis, hazir Folin-Ciocalteu reaktifi (2N) kullanild:.

Yéntemin Uygulanist:

e Koér numune (500 pl saf su)

e Standart protein ¢ozeltileri: Stok protein g¢ozeltisi kullanilarak 500
ul’de 0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.125, 0.150, 0.175, 0.200 mg protein igeren gozeltiler
hazirlandi.

¢ Daha 6nce saflastirilan ve protein tayini yapilacak olan Bezostaya —
1, Pehlivan, Kate A-1, Atilla-12 ve Prostor’un protein gozeltilerinde protein tayinleri
yapildi. Protein tayininde yukaridaki ¢ozeltilerden farkh hacimlerde iiger 6rnek alinarak
toplam hacim tamponla 500 ul’ye tamamlands.

e Hazirlanan biitiin ¢ozeltilere 3 ml alkali bakir reaktifi eklenip
calkalandi. 10 dakika beklenip her ¢ozeltiye 0.1 ml Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifinden
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eklenir. Vorteks ile kanistinlip 30 dakika beklenir. Olgiim alinmadan énce vorteksle
tekrar galkalanarak 500 nm’de UV’de okuma yapalir.
Serum albumini ile ¢izilmis olan standart protein grafiginden yararlanarak

ad1 gegen protein ¢ozeltilerinin protein miktariar1 hesaplandi,
3. 2. 6. Elektroforetik izoelektrik Odaklama Yéntemi

[zoelektrik odaklama proteinlerin siirekli bir pH gradientinde izoelektrik
noktasina gore ayrilmasi temeline dayanan ideal bir metodtur. Proteinler yiiklerine gére,
net yiiklerinin sifir oldugu pH degerine (pJ) kadar go¢ ederler ve bu noktada hareketsiz
kalarak, dar bir bolgede odaklanirlar.

Izoelektrik odaklama; dogal kosullar altinda jellerin sadece amfolitleri
icerdikleri durumlarda, non-iyonik deterjanlar varlifinda, denatiire edici kosullarda
(yiiksek konsantrasyonlarda iire varlifinda) uygulanabilir.

Odaklama iki adimda olusur.

1. adimda; pH gradienti olusturulur. Amfolit olarak tammlanan, yiiksek
mobiliteye sahip, sentetik poliamino-polikarboksilik asitlerin karigimlar: olan amfoterik
bilesiklerin karisimini igeren jel polimerlestirilir. pH gradienti olugturulmak i¢in sisteme
akim verilir. Amfolitler izoelektrik noktalarin gore jelde diizenlenirler. Asidik olan
anoda, bazik olan da katoda dogru ilerler.

I1. adimda; ornek proteinler jele uygulanir ve yiklerine gore anoda ve
katoda dogru hareket ederler. Protein, jel iizerindeki herhangi bir pH degerinde
izoelektrik noktasina ulagtiginda net yiikii sifir olur ve hareket etmez. Ornekte kag gesit
protein oldugu ve izoelektrik noktalar: belirlenir. Dansitometre yardimiyla daha hassas

olarak jeller iizerinde transmitaslan 6lgtlerek de belirlenebilir (Telefoncu, A., 1996).
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3. 2. 7. Dansitometrik pI Tayin Yontemi

Ormeklerin ve referanslann yiiriitildiigii jel {izerinde gorillen polipeptid
bandlarinin okunmasinda bilgisayar baglantili dansitometre kullamlir. Dansitometri
bilgisayara baglanir. Okuma yapilacak jel, cam plaka iizerine alinarak dansitometrenin
ilgili bolimime yerlestirili. Okuma islemlerinin kaydedilecegi, sonuglarin
degerlendirilecegi ve dansitometre programimmn  bulundugu disket bilgisayara
yerlestirilir. Dansitometri programu bilgisayarin windows 3.1 iizerinden galistinlarak
sifir (zero) ayar1 yapilir. Jelde bulunan bitiin bandlarin koyuluguna gore scan’ segilip
bandlar okunur. Bilgisayar ekraninda her polipeptid bandina karsilik gelen band
siddetleri (pikler) olusur. Elde edilen her deger kaydedilir. Bilgisayar programinda yer
alan fonksiyonlarina gore pikler numaralandinlir, diizenlemeler yapilir. Her bandin Rf,
alant ve % alani bulunarak cizilecek bir grafik yardimiyla drneklerdeki bandlann pf

degerleri bulunur.
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4. DENEYLER VE BULGULAR

4. 1. DENEYLER

4. 1. 1. Bugday Orneklerinden Proteinlerin Elde Edilmesi

Aragtirmada 5 ekmeklik bugday (Tr. Aestivum) 6megi kullamlmastir,
Bezostaya-1, Alilla-12, Kate A-1, Pehlivan ve Prostor tipi bugday unlarindan 1g ve 10
g tartildi, Herbirine 10 hacim n-biitanol ilave edildi ve bir gece oda sicakliinda
bekletildi. n-Biitanol’lii ekstraktlar siiziildii ve havada kurutuldu. Kuru unlar yavas
akitilan bidestile su ile siirekli karistinld: ve 3-4 kere yikandi. Yikama sonunda unlar
siiziildii. Gluten proteinleri elastik, yapiskan bir hal alir, 10 g tartim1 alinarak elde edilen
gluten proteinleri iki esit parcaya ayrildi 1 g tartimi alinan Orneklerden gliadin
proteinlerinin uzaklastiriimast amactyla % 70’lik etanol ilave edildi. Karigim stiziilerek,
¢Okeltiler alindi. Bu sekilde elde edilen glutenin proteinlerindeki S-S kdépriileri
kirlmadan IEF’ye uygulands.

4. 1. 2. Bugday Orneklerinden Glutenin Proteinlerinin Ekstraksiyonu

Bugday unlarindan elde edilen hamurdan glutenin polipeptidleri iki sekilde

ekstrakte edildi.

Glutenin Proteinlerinin 1-Propanol ile Ekstraksiyonu

Gluten proteinlerinin herbirine % 50’lik 100 ml 1-Propanol-distile su
¢ozeltisi ve 1 ml 2-merkaptoetanol ilave edildi. Cozeltiler bir gece buz banyosunda

karistiridi.
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Glutenin Proteinlerinin 6 M Ure Ile Ekstraksiyonu

Gluten proteinlerinin difer yarisina ise % 50°lik 100 m! 1-Propanol-distile
su ¢ozeltisi, 1 ml 2-merkaptoetanol, 1 mM EDTA ve 6 M Ure iceren 20 mM Tris-HCl

(pH 8) tamponunun 30 ml’si ilave edilerck 3 saat buz banyosunda karistirilds.

4. 1. 3. Glutenin Proteininin Saflastirma Asamalan
4. 1, 3. 1. Santrifiijasyon

Gerek 1-propanol ile, gerekse 6 M iire ile ekstrakte edilen gluten proteinleri
karistmlart 10 °C’de 31.000xg ’de 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatantlar alinarak,
¢okeltiler atildi (Tablo 4. 1.).

1-Propanol ile ekstraksiyon isleminden elde edilen gluten proteini
stipernatantlari Izoelektrik Odaklama’da kullanilmak iizere karanlikta -4 °C’de sakland:.

6 M ire ile ekstraksiyon isleminden elde edilen gluten proteini
siipernatantlar: ise saflandirildi. Once jel filtrasyon kromatografisi uygulandi, daha

sonra konsantre edilerek izoelektrik odaklama’ya tatbik edildi.

Tablo 4. 1. Bugday gluten proteinlerinin ekstraksiyon ve siipernatant hacimleri

} EKSTRAKSIYON SUPERNATANT HACIMLERI
ORNEKLER HACIMLERI
1-PROPANOL 6 M URE 1-PROPANOL 6 M URE
Atilla-12 52.5 ml 83 ml 46 ml 78 ml
Bezostaya-1 53 mi 83 ml 47 ml 78 ml
Katea-1 55 ml 85 ml 47 ml 80 ml
Pehlivan Sl ml 8iml 44 ml 76 mi

Prostor 56 ml 86 ml 49 m} 79 ml




43

4. 1. 3. 2. Jel Filtrasyon Kromatografisi (GFC)

s Glutenin proteinlerinin saflastirilmasinda kullamlan bir diger adimda jel
filtrasyon kromatografisidir. GFC’ye sadece 6 M ire ile ekstrakte edilen glutenin
proteinleri uygulandi.

Bu islem igin once kolon dolgu maddesi olarak kullamlan Sephadex G-
200’den 0.76 g tartihp, 50 ml kolon tampon ¢ozeltisi (3 M iire iceren 10 mM Tris-HCl
pH 8) ilave edilerek 1 gece sigmesi i¢in oda sicakliginda bekletildi.

Kolonun (1x30 cm) agz1 biraz cam pamukla tikandi. Cam pamuk bir miktar
tampon ile islatilarak havast alindi. Bir giin 6nceden hazirlanan Sephadex G-200 ve
tampon karigimi kolona dokiildii. Jelin oturugsmas: igin 1,5-2 saat bekletildi. 50 ml’lik
tampon ¢ozeltisi ile jel yikandi. Tampon kolondan iyice alindiktan sonra protein
Orneklerinin 1.5 ml’si kolona uygulandi. Proteinler kolona uygulamr uygulanmaz
musluk agilarak proteinin jele ge¢mesi saglandi. Proteinler jele tamamen gegtikten
sonra devamli olarak tampon ilave edildi ve kolonun agzimin kurumamasina dikkat
edildi. Kolondan proteinler 3 m!’lik fraksiyonlar halinde cam tiiplere alinds.

Spektrofotometre’de 280 nm’de absorbans veren protein fraksiyonlan

toplands.
4. 1. 3. 3. Glutenin Proteinlerinin Deristirilmesi

Kolon kromatografisinden elde edilen glutenin polipeptid fraksiyonlarinin
280 nm’de olgiillen absorbanslari sonunda uygun olan fraksiyonlar birlestirilerek
derigtirildi.

Bu asamada 1 cm gapindaki dializ torbalan kullamldi. Dializ torbalarindan
yaklagik 10 cm uzunlugunda kesildi ve kullamm igin hazirlandi. Bu amagla torbalar 3-4
saat akan musluk suyu altinda tutuldu. 80 °C’de 1sitilmis % 0.3 (w/v) NaySO; iginde 1
dakika bekletildi. 60 °C’deki sicak su ile yikandi. Sonra 2 dakika % 0.2 (v/v) H2SO4
¢ozeltisi igine atildi. Sicak su ile asitlik gidinceye kadar tekrar tekrar yikandi. 5-10
dakika bidestile su iginde bekletildi.
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Dializ torbalar1 kullamim igin hazirlandiktan sonra alt kismu sikica baglands.
Derigtirilecek protein fraksiyonlan dializ torbalarina bosaltilarak iist kismida baglandi. —
4 °C’de hacmi 1-2 ml kalincaya kadar derigtirildi. Tablo 4. 2. ’de deristirme sonunda

kalan protein hacimleri verilmigtir,

Tablo 4. 2. Derigtirme sonuhda elde edilen glutenin proteini hacimleri
ORNEKLER  DERISTIRILEN DERISTIRME SONUNDA
PROTEIN HACMI PROTEIN HACMI

Atilla-12 19 ml 10.5 ml
Bezostaya-1 25 ml 15 ml
Kate A-1 22 ml 11.5 ml
Pehlivan 22 ml 11 ml
Prostor 22 m] 12 ml

4. 1. 4. Lowry Metoduna Gére Orneklerin Protein Tayini

% 0.1'lik sigir serum albumininin (BSA) degisik konsantrasyonlarina
karsihk gelen absorbanslari arasinda ¢izilmig olan standart protein grafigi ve Lowry
metodu kullamlarak 1-propanollii, tireli ve kolon sonras: elde edilen Afilla — 12,

Bezostaya — 1, Kate A — 1, Pehlivan ve Prostor’un protein igerigi mg/ml olarak

bulunmustur.
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Tablo 4. 3. Degisen BSA konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbansiar

BSA Konsantrasyonlari Absorbans
(mg/ml) (=500 nm)
0 0.000
0.050 0.097
0.075 0.160
0.125 0.271
0.150 0.307
0.200 0415
0.250 0.507
0.54 2
0.45
0.36
n
£
«
o
5 0.27 - o
n
L
-t
0.18
0.09 |
0.00 & ! L ! il 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Casa/(mg/ml)

Cesa=KxABS+B (K=487.94;B=-1.0163)
Sekil 4. 1. % 0.1 sigwr serum albumini kullamlarak elde edilen standart protein

grafigi
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Orneklerde bu yolla bulunan gluten protein miktarlart asagidaki tabloda

verilmisgtir.

Tablo 4. 4. Segilen bugday orneklerinde glutenin proteini igerikleri
PROTEIN ICERIGI (mg/mi)

ORNEKLER 1-PROPANOL URE GFC SONUNDA
Atilla-12 2.175 5.022 7.364

Bezostaya-1 1.844 4.436 4.534
Katea-1 1.170 4.045 4,924
Pehlivan 1.756 4.144 5.510
Prostor 1.844 4.290 5.461

4. 1. 5. Tzoclektrik Odaklama (IEF)’min Uygulanmas

1zoelektrik odaklama Hoeffer SE 600 Dikey Dilim Jel Elektroforez Unitesi
ile yapilmistir. Bu iinitede 1.5 mm kalinliginda 14 x 16 cm ebatindaki bir jelde yapilan
ayirmada standart protein ornekleri ile birlikte Atilla — 12, Bezostaya ~ I, Kate A-1,
Pehlivan, ve Prosior bugdaylarindan elde edilen glutenin proteinlerinin 6rnekleri
uygulanmistir.  Cift jel dokilmiig, islem 4 saat siirmistir. Standartlanin pJ lan ile jel
tizerindeki yiiriime oram Rf arasinda grafik ¢izilir. Bu grafikten faydalanilarak yukanda
belirtilen 6rneklerin protein bandlarinin Rf degerlerine karmilik gelen pJ degerleri
bulunur.

Izoelektrik odaklamada kullanilan stok ¢ozeltiler;

o Monomer ¢izeltisi (%30T, % 27 C )

AKIAMIA .o 292¢g
BiS oottt 08¢g
HaO oot 100 m!

4 °C°de karanlikta sakland:.
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Amonyumpersiilfat ¢izeltisi
(NI‘I4)2 G208 s 0.5 g

Anot ¢ozeltisi ( 0.002 M Asetik asit )
Glasial asetik asit .............coceeeviereieeerenenn, 4.6 ml

Etanol ..o, 200 ml
Asetik asit .o....ooovviviciieee e 50 ml
SDS e 125g
H20 e 500 m!

Lekeleme cozeltisi ( % 40 Ftanol, % 10 Asetik asit, % 0.125
Coomassie Brillant Blue R - 250 )

Btanol ..o 40 ml
Asetik asit ......ooooiiiiiieee e 10 ml
Coomassie Brilliant Blue ............................ 12.5 m! (%]1)
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e Leke cikarma ¢ozeltisi ( % 40 Etanol, % 10 Asetik asit)

Btanol ....ooveoiiii e 200 ml
ASEtIK ASTt ..o ee e 50 ml
Hzo ............................................................. 500 ml

e Bromofenol mavisi

Bromofeno! .........cccevivveiviniceeee 005g

3.5/10 Dogal
HoO e 790 pl
GUSETIN L..eoiieiiiiieieeie e e 150 pl
AMIONt .. 60 pul

B — Jelin Hazuirlanmas:
3.5/10 Dogal

HaO oo 1.48 ml
GUSEIIN L. 4.8 ml
MoOnOmer GOZ. .........ccuvieeeicieeeiecireeeeeeeeenne 8.8 ml
Amfolit (3.5-10) ..o ST 2.8 ml

Bunlar katildiktan sonra 15 dakika vakum yapilir.
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C — Referans Proteinlerin Hazirlanmasi

Burada referans olarak kullamilan Sigw Serum Albumini, f — Laktoglobulin,
Lipaz ve Tripsinojen’den 0.001 g tartilarak 200 pl su iginde ¢oziildi.

D — Orneklerin Elektroforeze Hazirlanmas:

Referanslar da dahil olmak iizere bugday gluten proteinleri 6rneklerinin

herbirinden 100 pl alimip, 100 ul 6rnek tamponu ve 2 pl Bromofenol mavisi katilmistir.
4. 1. 6, Jellerin Hazirlanmas: ve Orneklerin Uygulanmas:

Cam plaka sandvigleri hazirlanirken 1.5 mm’lik ayarlik ayarlayicilar
kullanildi. Aralik ayarlayicilar cam plakalar arasinda ve kenarlarda olacak sekilde
yerlestirilip tepelerinden duzeltildi. Daha sonra sikistincilar yardimiyla sikistirilip,
dokiim destegindeki yerine yerlestirildi. ﬂ

Hazirlanan jeller sandviglerin igine dolduruldu ve taraklar batinildi. Bir siire
bu sekilde bekletilerek jellerin polimerize olmasi saglandi. Taraklar ¢ikarilarak su ile
omek kuyulan durulandi. Her kuyunun suyu tamamen alindi. Ornekler uygulanmadan
jel kuyularina ve ust tanka katot ¢ozeltisi, alt tanka da anot ¢ozeltisi konularak 200V°da
15 dakika on yiiriitme yapildi. Kuyular tekrar su ile durulamp, 6rnekler uygulandi.

4. 1. 7. Jellerin Yiirtutiilmesi

Jellerin yuriitilmesinde alt tampon kabina 4 It anot ¢6zeltisi doldurulup 1s1
degistiriciler yerlestirildi. Magnetik karistirici konularak kanstirma esnasinda sogutma

da saglanmig oldu.
Alt tanka ise katot ¢ozeltisi dolduruldu. Daha onceden Orneklerin ve

referanslarin uygulandig jel yerine yerlestirilip, diizenek gii¢ kaynagina baglandi. 400

Volt’da yiriitme yapildi. Yiiriitme iglemi 4 saat devam etti.
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4.1. 8. Jellerin Boyanma Islemleri

Yiiriitme igleminden sonra jeller kama yardimiyla gikarilip uygun bir kaba
alindi. Fiksatif-1’in 100 m!’sini bulunduran bir kapta 5-10 dakika calkalandi. Jeller
dikkatlice kabin digina alindi. Bu noktada jeller serttir. Ardindan Fiksatif-2’nin 100
ml’si i¢inde 5-10 dakika ¢alkalandi. Sonra leke ¢ikarma ¢ozeltisi ile 15 dakika daha
calkalandi. Bu ¢ozeltiden sonra lekeleme gozeltisi iginde bir gece calkalanilarak
bekletildi ve tekrar leke ¢ikarma ¢ozeltisi igine konuldu. Sekit 4. 2. ve Sekil 4. 3.’de IEF

ile ayrilan protein bantlan verilmistir.



Sekil 4. 2. 1 Jelin fotografi

1, 2: Standartlar (S1gr Serum Albumini, -Laktog
3: Propanollii Atilla-12

4: Propanollii Bezostaya-1

5: Propanollii Kate A-1

6: Propanollii Pehlivan

7: Propanollii Prostor

8: Ureli Atilla-12

9: Ureli Bezostaya-1

10: Ureli Kate A-1

11: Ureli Pehlivan

12: Ureli Prostor

13: Saflastirndmis Atilla-12
14: Saflastirilmis Bezostaya-1
15: Sciﬂa;ttrtlmls Kate A-1

lobulin, Lipaz, Tripsinojen)

v

93
75
59

4.6




Sekil 4. 3. I . Jelin Fotografi
1: Saflagtirilmis Kate A-1

2: Saflastirilmis Pehlivan

3: Saflastirilmis Prostor

4: Ham Atilla-12

5: Ham Bezostaya-1

6: Ham Kate A-1

7: Ham Pehlivan

8: Ham Prostor

9: Standartlar

10: Saflastirilmig Atilla-12
11: Saflastirilmis Bezostaya-1
12: Saflagtirdmiy Kate A-1
13: Saflastirilmig Pehlivan
14: Saflastirlmis Prostor
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4. 2. BULGULAR

4. 2. 1. GFC ve Dializ. Bulgulan

Jel filtrasyon kolonlarindan elde edilen 6 M iire igeren glutenin fraksiyonlar:
280 nm’de 6lgiilerek, protein bulunan fraksiyonlar birlestirildi ve asagida verilen

miktarlarda fraksiyon hacmi elde edildi.

Tablo 4. 5. 6 M Ureli ekstraktn GIFC sonunda 280 nm ‘de élgiilen glutenin

proteini fraksiyon hacimleri

ORNERLER  GFC'DEN TOPLANAN DERISTIRILEN
HACIM HACIM
Atilla-12 33 ml 21l ml
Bezostaya-1 36 ml 27 ml
Kate A-1 39ml 24 ml
Pehlivan 33 ml 24 ml
Prostor 33ml 24 ml

Glutenin proteini igeren bu cozeltiler GFC sonunda oldukga seyrelmis
olarak elde edildiginden elektroforeze uygulanmadan once protein yapilart korunarak
konsantre edilmesi amactyla sofukta dializ tiipleri ile silikajel G-60’dan yararlanildi.
Yaklagtk olarak her bir 6rnek 1/10 hacme diisiiriilerek birim hacmin protein igerigi

arttirildr.
4. 2. 2. Standart pl Grafiginin Eldesi

Leke ¢ikarma  gozeltisinden ¢tkarlan  jeller, bilgisayar baglantili

dansitometrede okunarak protein bandlart pik olarak goruntiilendi. R dederleri tespit

y i & )'()';\'5', GGy ¥

DOKUMANASY QN MERUI';‘ ULy



edilerek standartlar yardimiyla izoelektrik noktalan (pI) bulundu. Tablo 4. 5. ve Sekil 4.
4.’de kullanilan standartlar ve pJ degerleri verilmigtir.

Tablo 4. 6. IEF 'de kullanilan standartlar, pl, Mw ve Rf degerleri.

PikNo STANDARTLAR pl Mw Rf
1 BSA 4.6 66000 0.502
2 2-laktoglobulin 5.9 18400 0.437
3 Lipaz 7.5 52000 0.243
4 Tripsinojen 9.3 24000 0.071
9.7
8.9 -
8.1
73

-
6.5
N7
4.9

| | | | 1 1

"0.00 0.08 0.16 0.24 0.32 0.40 0.48
Rf

4.1

Sekil 4. 4. Izoelektrik Odaklama (1EF) ‘da kullamlan standartlarin Rf degerleri ile

pl'lerinin degiyimi.
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4. 2. 3. Jellerin Dansitometrik Degerlendirilmesi

4. 2. 3. 1. Standartlarm Rf, p! ve Pik Alanlarimin Bulunmast

255 r v ™ r T T 4 T —

e o -~ 3 O

\ 1279

0 , " i T4 L " =

Sekil 4. 5. IEF ile ayrilan standartlarm dansifometreden elde edilen band

siddetleri

Tablo 4. 7. Standart proteinlerin % alan, Rf; alan ve pl siddetleri

Pik No Yo Alan 14 pl Alan
! 18.6 0.070 9.34 3282
2 10.3 0.243 7.46 1804
3 12.6 0.437 5.36 2226
4 17.4 0.480 489 3069
S 374 0.502 4.65 6583




4. 2. 3. 2. Ornek Proteinlerin Rf, pI ve Pik Alanlarimin Bulunmas:

4. 2. 3. 2. 1. Ham Glutenin Proteinlerinin Rf, pI ve Pik Alanlarimn

Bulunmasi

Ham Atilla-12

3
4 b

M v Mwﬂ Mafg)

belul 4. 6 Ham Al//la-12 glutenm prolemlermm band sla’detlerl

1279

Tablo 4. 8 Ham Atilla-12 glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl degerleri

ik No % Alan Rf pl Alan

1 12.5 0.069 9.35 2110
2 8.9 0.157 8.40 1505
3 33.1 0.491 4.77 5593
4 93 0.511 4.55 1571
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Ham Bezostaya-1

1

h

ki .J“.nr”’Wqu. A B

Sekil 4. 7. Ham Bezostaya-1 glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 9. Ham Bezostaya-1 glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl

degerleri
Pik No Yo Alan R pi Alan
l 43.8 0.067 937 6755

2 N 0.554 4.09 1187
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Ham Kate A-1

|
|
|

i

Lol |

Sekil 4. 8. Ham Kate A-1 glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 10. Ham Kate A-1 glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pI degerleri

Pilkk No Y Alan i pi Alan
1 8.4 0.063 0.42 1160
2 16.1 0.150 £.47 2225

3 373 0.629 3.27 5155




Ham Pehlivan

S
5
o
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Sekil 4. 9. Ham Pehlivan glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 11. Ham Pehlivan glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl degerleri

il No % Alan R’ pl Alan
1 13.7 0.070 9.34 1600
2 40.5 0.480 4.89 4727
3 13.9 0.515 451 1622
4 318 0.530 435 3714
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Ham Prostor

N

! J
| |
iy il |

Sekil 4. 10. Ham Prostor glutenin proteinlerinin hand giddetleri

Tablo 4. 12. Ham Prostor glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl degerleri

Pik No %o Alan 14 pd Alan

1 12.5 0.069 9.35 1976
2 34.6 0.485 4.84 54385
3 13.5 0.519 4.47 2138
4 394 0.544 4.20 6245
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4. 2. 3. 2. 2. 1-Propanol ile Ekstrakte Edilen Bugday Glutenin

Proteinlerinin Rf, pI ve Pik Alanlarim Bulunmas:

Propanollii Atilla-12
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Sekil 4. 11. Propanollii Atilla-12 glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 13. Propanollii Atilla-12 glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve plI

degerleri
Pk No Yo Alan R pl Alan
! 283 0.154 £.43 3054

2 193 0.239 7.51 2079
3 10.7 0.377 6.01 1158
4 38.2 0.399 5.77 4114
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Propanollii Bezostaya
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Sekil 4. 12. Propanollii Bezostaya-1 glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 14. Propanollii Bezostaya-1 glutenin proteinierinin % alan, Rf, alan ve pI

degerleri
Mk No Yo Alan R’ pl Alan
1 9.1 0.151 8.46 1533
2 7.8 0.168 8.28 1308
3 194 0.239 7.51 3250
4 6.5 0.336 6.45 1084
5 10.0 0.394 5.82 1671
6 43.6 0.407 5.68 7295
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Propanollii Kate A-1

a
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Sekil 4. 13. Propanollii Kate A-1glutenin proteinlerinin band gidderleri

Tablo 4. 15. Propanollii Kate A-1 glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl

degerleri
ik No Yo Alan 14} pl Alan
1 6.3 0.135 8.64 938
2 12.0 0.222 7.69 1789
3 209 0.356 6.24 3110
4 54 0.379 5.99 811
5 R0 0.405 5.71 1186
6 8.9 0.446 5.26 1321
7 36.7 0.466 5.04 5473
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Propanollii Pehlivan
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Sekil 4. 14. Propanollii Pehlivan glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 16. 1-Propanollii Pehlivan glutenin proteininin % alan, Rf, alan ve pl

degerleri
Pik No Yo Alan R pl Alan
1 11.6 0.142 8.56 1658
2 53 0.173 822 754
3 15.0 0.229 7.61 2158
4 21.5 0.383 5.94 3079
5 26.1 0.390 5.87 3741
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Propanollii Prostor
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Sekil 4. 15. Propanollii Prostor glutenin proteinlerinin band siddetleri
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Tablo 4. 17. Propanollii Prostor glutenin proteininin % alan,Rf, alan ve pl

degerleri
ik No % Alan Rf p! Alan
1 23.2 0.143 8.55 3425
2 18.0 0.229 7.61 2651
3 14.7 0.388 5.89 2205
4 5.0 0.424 5.50 710
5 39.1 0.450 522 5761
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4. 2. 3. 2. 3. 6 M Ure ile Ekstrakte Edilen Bugday Glutenin

Proteinlerinin Rf, pI ve Pik Alanlarimin Bulunmas:

Ureli Atilla-12
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Sekil 4. 16. Ureli Atilla-12 glutenin proteininin band siddetleri

Tablo 4. 18. Ureli Atilla-12 glutenin proteininin % alan, Rf, alan ve pl degerleri

ik No Yo Alan R pl Alan
| 22.7 0.149 8.48 8812
2 22.8 . 0.172 823 8876
3 9.6 0.239 7.51 3744
4 5.6 0.330 6.52 2183
5 16.0 0.428 5.46 6210

233 0.484 4.85 9057

(=8
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Ureli Bezostaya-1
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Sekil 4. 17. Ureli Bezostaya-1 glutenin proteinlerinin band siddetleri
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Tablo 4. 19. Ureli Bezostaya-1 glutenin proteinlerinin % alan, Rf. alan ve pI

degerleri
ik No Yo Alan 24 pi Alan
1 14.5 0.149 8.48 7598
2 10.9 0.177 8.18 5681
3 16.3 0.237 7.53 8494
4 6.9 0.395 5.81 3619
5 153 0.428 5.46 7985
6 5.6 0.483 4.86 2932




68

Ureli Kate A-1
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Sekil 4. 18. Ureli Kate A-1 glutenin proteinlerinin band siddetleri

P

Tablo 4. 20. Ureli Kate A-1 glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl degerleri

ik No % Alan R®f pl Alan
1 16.7 0.145 8.53 4119
2 33.2 0.233 7.57 8195
3 6.3 0.334 6.48 1560
4 10.9 0.390 5.87 2700
5 12.4 0.422 5.52 3071

19.0 0.452 5.19 4697

[«
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Ureli Pehlivan
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Sekil 4. 19. Ureli Pehlivan glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 21. Ureli Pehlivan glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl degerleri

Pik No Y Alan 14 pi Alan
1 22.5 0.130 8.69 8386
2 21.9 0.217 7.75 8134
3 9.0 0.293 6.92 3337
4 6.6 0.330 6.52 2456
5
6
7

5.6 0.375 6.03 2068
7.6 0.405 5.70 2817
17.6 0.425 549 6536
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Ureli Prostor
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Sekil 4. 20. Ureli Prostor gluténin plroteinle%i_n band yiddetleri

Tablo 4. 22. Ureli Prostor glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl degerleri

Pik No % Alan Rf pi Alan
1 17.2 0.145 8.53 7960
2 21.6 0.205 7.88 10004
3 14.0 0.229 6.86 6502
4 5.7 0.324 6.58 2643
5 5.0 0.384 5.93 2340
6 6.5 0.416 5.59 3008
7 54 0.470 5.00 2486
8 9.5 0.508 4.59 4409
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4.2. 3. 2. 4. Saflastinlan Bugday Glutenin Proteinlerinin Rf, pI ve Pik

Alanlarimn Bulunmasy

Saflastirdmus Atilla-12
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Sekil 4. 21. Saflastinlmig Atilla-12 glutenin proteinlerinin band siddetleri

-

Tablo 4. 23. Saflastiriimig Atilla-12 glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pI

degerleri
ik No Yo Alan R p! Alan
1 18.6 0.168 8.28 1798
2 12.4 0.246 743 1195

3 69.0 0.483 4.86 6652
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Saflastirlmiy Bezostaya-1
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Sekil 4. 22. Saflagtinlmig Bezostaya-1 glutenin proteinlerinin band giddetleri

Tablo 4. 24. Saflastiriimig Bezostaya-1 glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve

pl degerleri
Pik No s Alan Rl pd Alap
1 111 0.158 8.39 1606
2 14.6 0.209 7.83 2126

3 74.3 0.645 3.10 10793
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Saflagtirilmy Kate A-1
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Sekil 4. 23. Saflastinlmg Kate A-1 glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 25. Saflastirdlmig Kate A-1 glutenin proteinlerinin % alan, Rf; alan ve pl

degerleri

Pile No Yo Alan 141 p} Alan

1 66.4 0.305 6.79 9516
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Saflastiriimis Pehlivan
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Sekil 4. 24. Saflastirilmig Pehlivan glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 26. Saflastiriims Pehlivan glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pI

degerleri
ik No Yo Alan 4} pl Alan
1 27.6 0.237 7.53 3359
2 37.4 0.373 6.05 4551
3 15.6 0.654 3.00 1892
Ic YﬁKSM‘K@@RETM KURULY

DOKﬁMANTASYON MERKE7j
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Saflagtirilmis Prostor
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Sekil 4. 25. Saflagtirilmis Prostor glutenin proteinlerinin band siddetleri

Tablo 4. 27. Saflagtirilmis Prostor glutenin proteinlerinin % alan, Rf, alan ve pl

degerleri

Pik No Y% Alan R pl Alan
! 63.7 0.147 8.50 7967
2 10.9 0.614 3.44 1367
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Trakya Bolgesi’nde en ¢ok
ekildigi belirlenen (T.T.A Enstitiisit Yayinlari) bes gesit ekmeklik bugday unlarindan
elde edilen glutenin proteinleri Izoelekrik Odaklama (IEF)’ya uygulanms ve her bir
bandin izoelektrik noktast (pf) belirlenmistir.

Bu calismada, Afilla-12, Bezostaya-1, Kate A-1, Pehlivan ve Prostor
bugdaylarimin unlari kullamlmistir. Her agsamada orneklerin igerdifi glutenin proteini
miktarlari Lowry yontemiyle tespit edilmigtir (Tablo 4. 4). Undaki toplam glutenin
proteinlerinin yaklagik % 3-4’i 6 M iire ile, % 2-3’i1 ise 1-propanol (%50) ile elde
edilmigtir. 1-Propanole kiyasla iire ile daha ¢ok glutenin proteininin ekstrakte edildigi
bulunmustur. Protein tayini sonuglarina gore; en fazla glutenin igerigine Atilla-12 (%
8.02) ekmeklik bugday gesitinin, en disitk glutenin igerigine de Kate A-1 (% 5.67)
ekmeklik bugday ¢esitinin sahip oldugu bulunmustur.

IEF sonunda elde edilen glutenin polipeptid bandlar1 GS-600 scanning
dansitometre program kullanilarak okunmug ve her bandin Rf deferi bulunmustur.
Standart proteinlerin Rf degerleri ile pI degerleri arasinda ¢izilen grafikten yararlanarak
(Sekil 4. 4.) 6rnek bandlarn pl degerleri hesaplanmigtir.

Dansitometrede piklerin degerlendirilmesi “quick integrasyon” yontemiyle
yapilmis, alan miktan % 5°den az olanlar dikkate alinmamgtir.

Ham glutenin proteini ekstraklart jel iizerinde biri ortalama pl 9.3
civarinda, digeri de ortalama pl 4 civarinda olmak iizere iki protein band1 vermektedir.
Bu durumun glutenin proteininin visko elastik ozelliginden sorumlu olan S-S
kopriilerinin indirgenmemis olmasindan dolay: iyi ¢6ziinmediginden kaynaklandigim

diisiinmekteyiz.
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J-Propanol (%50) ile ekstrakte edilen kismin dansitometrik incelenmesi
sonucunda 6rnek bugdaylarin glutenin proteinlerinin birbirine benzer ve hemen hemen
esit sayida band verdigi gorilmiistiir. Ozellikle pI 8.5 civarindaki ilk pik ve pl 8-7.5
civarindaki ikinei pik karaktenstiktir. Diger piklerin 7.5-5 arasinda izoelektrik noktaya
sahip glutenin proteinler: oldugu gériilmiistir,

6 M Ure ile ekstrakte edilen bes bugday gesidi gluteninlerinin izoelektrik
noktalarina gore aynlan ve dansitometre ile analiz edilen bandlara gére; toplam
gluteninlerin hemen hepsi iyi bir sekilde ¢6ziinmiis olarak ekstrakta gectigi sdylenebilir.
Ciinkii 1-propanol ile ekstrakte edilene gére hem konsantrasyonu daha yitksektir, hem
de sayica daha fazladir. Dansitometrik grafiklere gére dort tane yogun protein piki bes
ornektede mevcuttur. 11k piklerin izoelektrik noktalan sirasiyla, 8.48, 8.48, 8.53, 8.69,
8.53 olarak hesaplanmustir. Ikinci piklerin pl 8.3-7.5 arasinda, tigtincii piklerin pI 7.5-
6.5 arasinda, doérdiincii piklerin de pl 6.5-5.8 arasinda degistifi bulunmustur.
Digerlerinden farkl olarak iire ekstraktlarinin daha sidetli ve keskin pikler verdigi goze
carpar.

GFC kolonlannda saflastirilan 6 M iire ekstraktlarinda genel olarak protein
konsantrasyonunda ve band sayisinda azalma oldufu sdylenebilir. Bu beklenen bir
durumdur. Ciinkii minimum miktarlarda kolona uygulanan érneklerdeki molekiili ¢ok
diisiik ve asin bilyilk glutenin fraksiyonlari kolondan toplanan eliiantlanin diginda
kalirlar. Bu durumdan dolay:, ancak 5000-800000 aralikta molekil afirlifina sahip
olanlar IEF’ye uygulanmis olur.

Dansitometrik analiz sonuglarina gére; ortalama 2-3 siddetli protein piki bes
ekmeklik bugday cesitinde de gorilmektedir. Izoelektrik noktalar1 ise 8.5-3 arasinda
degismektedir. Bu sonuglar dogrultusunda kolon dolgu maddesi olarak kullanilan
Sephadex G-200’in glutenin proteinlerinin saflandinlmasi i¢in uygun olmadig
soylenebilir. Daha dar aralikli bir dolgu jeli ile daha iyi sonug alinabilir.

Genel olarak; bugday glutenin proteinlerinin izoelektrik noktalarina gore
IGF yontemiyle iyi bir ayimmi ve dansitometrik incelenmesinin yapilmasi, glutenin
proteinlerinin temiz olarak ayrilmast ve 2-merkaptoetanol varhfinda yiksek

konsantrasyonlu (36 M) tire kullamlarak indirgenip iyi ¢6ziiniir hale getirilmesi ile
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miimkiin olabilecegi bu ¢alisgmamin sonucunda anlasilmaktadir. Bu ekstraksiyon
metodunda ortam pH’min 8 olmasi da iy1 ¢oziinmeyi saglayan sebeplerden biridir. Bu
bulgularimiz Curioni ve arkadaslarimin (1990) Italyan ekmeklik bugdaylan iizerinde
yaptiklan ¢aligma sonuglan ile ¢ok benzerlik gostermektedir.

2-Merkaptoetano! ile 1-Propanollii ortamdaki glutenin ekstraksiyonu ile elde
edilen bugday ¢esitlerinin hepsine ait glutenin ekstraktlan IEF ile ayirima uygun bir

¢Oziinme gostermemiglerdir.
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