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OZET: By galigmada, Bezostaya gegidi bugday unu, oksidan (askorbik asit veya potasyum bromat) katki macdelerinin 50 ppm dozu ile op-
timum yofrularak hazirlanan hamurlar kulianimigtir. Serbest ve bagh lipidler petrol eterf ve suyla doyurulmus n-biitanol ile ekstrakte edilerek
uzaklagtirtiruigtir. Lipid ekstraksiyonunun ve katki maddelerinin un proteinleri lzerine etkisi jel tiltrasyon teknidi kullantlarak aragtirimigtir. Ya-
g1 alinmamig ve alinmis drneklerden AU (0.1 M asetik asit, 3M dre) gdziicisii ite eksrakte edilen protein praparattarinin Sephacryl $-300 dol-
gulu kolondan jel filtrasyon kromatografisi sonucunda (ig pik elde edilmigtir. Oksidan maddeler proteinterin kolonda alikonma stiresini degistir-
memig, fakat proteinlerin relatif miktarlarinm dedismesine sebep oimugtur. Biitiin rneklerde lipid ekstraksiyony, proteinlerin ekstrakte editabi-
lirfiklerini ve agregatlarin molekéiler agirhgini azaltrmigtir,

ABSTRACT: In this study, Bazostaya wheat flour and optimum mixed doughs prepared form this fiour with oxidizing agents {ascorbic acid
and potassium bromate at 50 ppm level) were used. Free and bound lipids were extracted with petroleum ether and water saturated n-butha-
nol, respectively. Effect of lipid extraction and additives on ffour proteins were studied by gel! filtration technique. Three peaks ware obtained
when proteins from defatted and undetatied samples were extracted with AU (0.1 M acetic acid, 3 M urea) solvent and separated using gel
fitration chromatography on Sephacryl $-300. Oxidizing agents did not cause a change in the retention times of the proteins in the column,
but caused some changes in their refative quantities. Lipid extraction caused decreases in the protein extractibility and the molecular size of
aggregates in all samples.

GiRis

Gluten proteinlerinin molekiler yapist ve ekmek tretimindeki rolleri ayrintilt olarak ¢alisiimistir. Gluten
proteinleri hamur yapisinda (i boyutlu bir a§ olugturur. Bu yapida gluten proteinleri birbirleri ile ve diger un bi-
legenleri ile interaksiyon halindedir. Gluten yapisinin olugmasinda rol oynayan ve protein olmayan bilesenlerin
baginda lipidler ve karbonhidratlar gelmektedir (LASZTITY et al., 1987; SCHOFIELD, 1994).

Toplam bugday lipidleri bugday agirh§inin % 3-4'0 kadardir ve bunun begte biri nigasta graniilleri igeri-
sinde bulunmaktadir. Nigasta graniilleri igerisinde bulunan lipidlerin, nigastanin teknolojik 6zellikleri iizerine ek-
medgin pisirilmesi sirasinda etkisi olmakla birikte, konumundan dolayr hamurun yogrulmas: ve gluten clugumu
siraginda diger bilegenferle etkilesime girememektedir. Buna kargilik nigasta graniilil digindaki fipidler diger bi-
legenlerle interaksiyona girmektedir ve bu nedenie teknolojik olarak énemlidir (CARR et al.,, 1982). Bugday unu
% 0.8 oraninda serbest lipid igermektedir. Serbest lipidler petrol eteri (PE) gibi polar olmayan ¢éziiciiler ile ekst-
rakte edilmektedir. Buna ek olarak bugday unu petrol eteri ile ekstrakte edilemeyen ancak suyla doyurulmug n-
bitanol (water saturated n-buthanol; WSB) gibi polar ¢éziiciiler ile ekstrakte edilen, % 0.6 oraninda bagl lipid-
leri icermektedir. Bagl lipidler polar lipidlerdir ve WSB ile proteinlerden ayrildiktan sonra petrol eterinde ¢ozii-
nebilirler (HOSENEY et al., 1970). Hamurun yogrulmasi sirasinda serbest lipidlerin tgte ikisi badli hale geger
ve kolayca ekstrakte edilebilen lipid miktar hamur geligimi ilerledikge azalir. Bu durum lipid-protein interaksi-
yonu ile ilgili olup, bu konudaki aragtirmalar gluten yapisi ve fonksiyonel dzelliklerinin daha iyi anlagiimasina
katkrda bulunacaktir.,
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Protein kalitesindeki farkliliklar dengeleyerek standart kalitede Giriin elde etmek veya kaliteyi arttirmak
amaciyla ekmek lretiminde katki maddeleri kullarnimaktadir. Bu katki maddeleri hamurun reolojik dzelliklerini
gnemili dlglde etkilemektedirler. Katki maddelerinden gida endUstrisinde zellikle de bliyiik 8lgekli ekmek ire-
tim tesislerinde yararlaniimakta olup un kalitesindeki degigimleri dengelemek amaciyla kullaniimaktadirlar. Ek-
mek katki maddelerinden cksidanlar una genellikle yogurma asamasinda ilave edilmekte ve gluten proteinleri-
nin yapisindaki sdlfidril gruplarini oksitieyerek molekiil igi ve molekiiller arasindaki disiilfit baglarina déniistiir-
mektedirler. Béylece gluten matriksi daha gabuk olugmakta ve daha direngli bir hamur elde edilmektedir. As-
korbik asitin kendisi indirgen bir madde olmasina ragmen, hamurun yogrulmas sirasinda enzimatik oksidas-
yona ugrayarak dehidroaskorbikasite déniigmekte ve un proteinleriyle oksidan olarak reaksiyona girmektedir
(TSEN, 1964). Potasyum bromat (KBrOs) nisbeten yavag etki yapan bir oksidandir. Bromat sulfidril gruplarint
okside ederek molek(ller arasi reaksiyonu katalizlemektedir. Molekiiller arasi siiffidril-disilit degisim reaksiyo-
nu yavaglamakta, hamur yapisi sikilagmakta, dedigim reaksiyonu ife saglanan strese karg: dayanikliik azal-
makta ve disagregasyona karg! hassasiyeti artmaktadir. Bu degisiklikler gaz hiicre yapisini gelistirmekte kar-
bondioksit alikenmasin ve ekmek hacmini arttirmaktadir (DUPUIS., 1997). Ulkemizde askorbik asit ekmek tre-
timinde yaygin olarak kullanimaktadir. Tirk Gida Kodeksi' nde ekmek tiretiminde askorbik asitin teknigine uy-
gun miktarda {(GMP: good manufacturing practice) kullanimina izin verilmektedir (ANONYMOUS, 1997). Ulke-
mizde ve bircok Uikede kullanimma izin verilmemekle birlikte KBrOg, etkisinin askorbik asitle kargilagtinlabil-
mesi amaciyla bu arastirmada ele alinmighr. Askorbik asit ve KBrOg in bu galismada kullanilan budday unu-
nun reolojik 6zellikleri ve ekmek dzellikleri Uzerine etkileri daha dnce incelenmistir (CELIK ve ark., 2000; 2001).

Gliadin ve glutenin proteinlerinin ekmek yapim kalitesi ile iligkilerinin saptanmasi igin, jel filtrasyon
teknigi kullanilarak yapitan arastirmalar meveuttur (ORTH et al., 1973; KHAN and BUSHUK, 1979; BEKES
et al., 1983). Gluten proteinleri ve lipidier arasindaki interaksiyonlaria ilgili ¢esitli aragtirmalar yapilmistir
{CHUNG and POMERANZ, 1978; POMERANZ, 1880; POMERANZ and CHUNG, 1982; CHUNG, 1986;
CARR et al,, 1992). Bununla beraber, gluten proteinlerinin oksidan katki maddeleri kullanilarak hazirlanan
hamuriarda katki maddelerinden ve lipid ekstraksiyonundan nasil etkilendiginin arastinididi jel filtrasyon ¢a-
ligmalarina rastlanamamistir. Bu ¢alisma ile ilk kez oksidan (KBrOg, Askorbik asit) katki maddeleri, optimum
yogurma siiresi ve lipid ekstraksiyonu gibi parametrelerin giuten proteinlerine etkileri je! filtrasyon teknigi kul-
lamlarak belirlenmigtir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Aragtirmada kullanilan Bezostaya {sert kirmizi iglik) gesidi bugday 6megi Carter Dokaj aletinden geci-
rilerek yabanct maddelerinden aynimistir ve Bihler pndmatik laboratuvar degdirmeninde una iglenmistir.

Aragtirmada kullanilan analitik safliktaki oksidan (potasyum bromat veya askorbik asit) maddeler un &r-
neklerine 50 ppm orantarinda ilave edilmigtir. Bu katki maddelerinin reclojik dzellikler izerine etkileri farinograf
ve ekstensograf kullamlarak belirlenmigtir (CELIK ve ark. 2000). Hamur rnekleri farinografta optimum slirede
yogrularak hazirlanmistir. Elde edilen hamurtar liyofilizatérde kurutulup havanda 8giitilmiis ve derin donduru-
cuda sakianmiglardir.

Ydntem

Lipid ekstraksiyonu

Un, kontrol hamur ve katki maddeleri ile hazirlanmig liyofilize hamurlarin {5g) énce serbest lipidleri
CHUNG ve TSEN (1975-a)’ in metoduna gére Soxhlet ekstraktiriinde PE fle (k. n., 40-60°C}) ekstrakte edilmig-
tir. Daha sonra bu &rneklerde bagl lipid ekstraksiyonu CHUNG ve TSEN (1975-a)° in &nerdidi metoda gére
WSB ile manyetik kangtincida U agamada yapiimigtir Bagli lipid ekstraksiyonundan sonra drnekler liyofilize
edilerek 6gitiimogtar. '
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Jel filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi 50.0 cm C 1.5 cm kolonda oda sicakhiginda Sephacryl S-300 (Sigma) kullani-
tarak yapiimigtir. Kolonda akis asadi yénde uygulanmigtir ve tampon ¢ézelti olarak AU (0.1 M asetik asit, 3 M iire)
kullandmigtir. Liyofilize edilmig 6rnekler {300 mg) bir gece boyunca 4 «C’ de 2.5 ml AU ile ekstrakte edilmig ve bu
stire sonunda 15 dakika santriflij (11.600 C g) edilerek ¢dziinen kisim kolona uygulanmustir. Fraksiyon toplayici-
si {ISCO Retriever 500) ile 1.5 ml fraksiyontar toplanmis ve protein icerikleri spektrofotometre (Shimadzu UV-
2101PC) ile 280 nm de absorbans okunarak belirlenmigtir. Kolonun bos hacmi (Vi) blue dekstramin, toplam hac-
mi ise triptofanin kolondan gegirimesi ile saptanmugtir. Kolonun kalibrasyon iglemi asagida belirtilen molekiiler
agirhik standarttar: ile WHITAKER (1963)1in metoduna géire yapiimigtir. Kalibrasyonda kullanilan protein markér-
leri {Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri): blue dekstran (2000 kDa), b-amilaz (200 kDa}, alkol dehidrogenaz
(150 kDay), bovin serum albumin (66 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa), triptofan (204 Da) dir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Jel filtrasyon kromatografisi gahigmalarinda Bezostaya unu ve bu un ile hazwlanan kentrol hamury; 50
ppm askerbik asit veya potasyum bromat katkili optimum yodrulmug hamurlann ve bu hamurlarin PE ve WSB
ile toplam yaglarr alinmasi ile elde edilmig Srmekler kullanilmigtir. Sephacryl 8-300 dolgulu kelondan AU gézel-
tisi ile gegirilen &rneklerden elde edilen piklerin molekuler adirlikiari kalibrasyon egrisinden hesaplanmugtir (DE-
MIRALP, 1997). Vo bog hacmi; Vt ise kolonun toplam hacmini géstermektedir.

Bezostaya ununa ve optimum yogrulmug kontrol hamuruna ait protein dadilim profilleri Sekil 1'de gos-
teriimigtir. Bezostaya ununun kolondan gegiri-
mesi ile 0O¢ pik elde edilmigtir. Kolondan bog ha-
cimde ¢ikan I. pikin molekiler adirhdinm yakla- 08+
sik olarak 2000 kDa, II. pikin molektler agirlidi-
nin 150 kDa, bu iki pikten daha kiigik olan I,
pikin molekiiler agiriginin ise 40 kDa oldugu
saptanmigtir (GELIK ve ark., 2004), Optimum
yogrulmus kontrol hamurunun jel filtrasyon pro-
fili incelendiginde g pik elde edildidi gérilmek-
tedir. Bu piklerden ilki kolondan bos hacimde
gikrmigtir, II. piki olugturan proteinlerin yaklagik
olarak molekiiler agirhg 230 kDa, bu iki pikten
daha kiglk olan Ill. pikin molekiler agulig ise
80 kDa'dur.

Vu

Absorbans (Asgg)

i

5

97
17

HHEH El 1
Un ve kontol hamurunun jel filtrasyon IRl N ol -
sonuglar kargilastinldiginda; kontrol hamurun- Fraksiyon numarasi

daki birinci pikin, undakine oranla daha biyiik

bir alana sahip oldugu; unda molekdler aguriik- Sekit 1. Bezostaya unu ( ) ve optimum yogrutmug hamur érnegi-
lari 150 ve 40 kDa olan Il. ve I1l. piklerin moleki- nin () AU (0.1 M asetik asit, 3 M iire) giziiciisiiyle Sep-
ler agirhkga daha bilylk olan bdlgeye kayarak hacryl $-300 dolgulu kolondan gegirilmesi ile eide edilen
230 ve 80 kDa'da pik verdi§i gériiimektedir. Bu protein dagihm profilleri.

durum yogurma sirasinda gluten aginin olugma-

slyla pratein-pratein, protein-(karbonhidrat, lipid)-protein interaksiyonunun artmasi ve bilyik protein agregatla-
rinin oclugmasindan kaynaklanabilir.

WEB ile lipid ekstraksiyonunun Bezostaya ununda ve optimum yogrulmusg kontrol hamurunda protein
dagilim profiline etkisi $ekil 2' de gérlimektedir. Yad alinmig undan elde edilen kromotogramdaki piklerin, ya-
g alinmamig undan elde edilenlere (Sekil 1) gére absorbanstarinin daha diisiik oldugu ve piklerin keskinlikle-
rini yitirdigi gdriimektedir. Ya@i alinmig undan elde edilen . pik kolondan bos hacimde gikmustir; diger iki pikin
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molekitler agirtiklar, yag) alinmarmg una ben-
zer bigimde yaklagik olarak 175 ve 40 kDa ola-
rak saptanmigtir. Buna gtire lipid ekstraksiyo- I
nunun unda var olan lipid-protein interaksiyo- 06
nunun kirilmasina, molekdler adirhgin azalma- i

|

sina ve bu nedenle bog hacimde gikan protein- | = 03
lerin bir kisminin daha kigiik molektiler agirlik- ,;3 04
lara dadiimasina sebep olabilecegi disiinil- @
mektedir. 8 Wy
Lipid ekstraksiyonunun optimum yogrul- § 02 '

mug kontrol hamuru {Sekil 2) tizerine etkisi ince- | <. |
lendigiinde, kolondan bog hacimde gikan . pikin 01 -

alanimin yagi alinmarmg kontrof hamuruna (Sekil
1) oranla daha az oldugu gérilmektedir. Yag 0-
alinmig kontrol hamurundaki Il. pikin molekiiler
agiwhginin yad alinmarmg hamurdaki il. pike ya-

PNy

P

~ o G S =y N e wr O

- e &N o] &N < o o in

Fraksiyon numarasi

kin oldugu gérilmektedir. Bununla birlikte, yag

alinmig kontrol hamurunda, molekiiler agirig 80
kDa olan |l pikin yag alinmanmg hamura gére da-
ha belirgin hale geldidi goriiimektedir. CHUNG ve
TSEN (1975-b) hamur geligimi sirasinda asitte ¢6-

Sekil 2.

Yag ahinnmg Bezostaya urt (——) ve optimum yogrulmug
yag1 alinm:g hamur orneginin () AU (0.1 M asetik asit, 3 M
iire) ¢tziiclisiiyle Sephacryl 5-300 dolgutu kolondan gegiril-
mesi ile elde edilen protein dagilim profilleri.

zinmeyen kalintidaki (glutenin — polar lipid - nigasta) hidrofilik badlar suyla yogurma sirasinda kinhp, asitte ¢6z(-

nen gliadinlerle interaksiyona girip protein kompleksi {glutenin —

polar lipid -gliadin) olugturabilecegini bildirmekte-

dir. Burada — hidrofobik baglanmay!, -ise hidrofilik baglanmay géstermektedir Bu nedenle hamurun yogrulmas si-
rasinda baglanan lipidlerin ortamdan uzaktagtinimas ile protein — lipid -protein interaksiyonunun kinlmasindan do-
layr protein kompleksinin molekuler agirhg azatmaktadir. Yad alinmig un ve kontrol hamurunun protein dagihim
profilleri kiyaslandiginda, yagr alinmis kontrol hamurunun yagdi alinmis una gére daha keskin ve absorbansi daha

0,7 .

06 ¢

Absorbans (Azsn}

Fraksivon numarast

$ekil 3. 50 ppm KBrO3 katkilt optimum yoprulmus (%) ve yag alin-
mig KBrOj katkih optimum yogrulmug hamurun (; } AU
(0.1 M asetik asit, 3 M iire) ¢oziiciisiiyle Sephacryl 8-300 dol-
gulu kolondan gegirilmesi ile elde edilen protein dagihm pro-
filleri.

yiiksek piklere sahip oldugu gériilmektedir.

Potasyum bromatin etkisi

Bezostaya ununa 50 ppm potasyum bro-
mat katkili optimum yogrulmug hamurun je! filt-
rasyonu sonucunda g pik elde edilmigtir {Sekil
3). Bu ¢ pikin molekiiler adirhklar optimum
yodrulmusg kontrol hamurundan elde edilen pik-
lerin (Sekil 1) molekiiler agirhgina esittir (2000
kDa, 230 kDa, 80 kDa). Ancak piklerin alaniar
arasinda farklihk oldugu gériimektedir. Birinci
pikin toplam alan i¢erisindeki orani azalirken, |l.
ve lll. pikin toplam alan igerisindeki oranlarinda
arhig oldugu gdzlenmektedir.

Lipid ekstraksiyonunun 50 ppm potas-
yum bromat katkill optimum yogruimug hamur
Gzerine etkisi incelendiginde, protein dagiim
profilinin farkhilk gdsterdigi géralmektedir (Sekil
3). Yag alinmig potasyum bromat igeren hamur
iki pik igermektedir; . pikin yagi alinmamig 6r-
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nekte oldugu gibi bog hacimde giktigt; ancak pikin alaninin daha kiigiik oldugu gézlenmektedir. Molekiiler agir-
Iig: 280 kDa civarinda olan Il. pikin alaninin 1. pike gére daha bilyilk oldugu saptanmigtir. Lipid ekstraksiyonu-
nun etkisi genel olarak un ve kontrol hamuruna benzer ézelliktedir. Bu érneklerin timiinde, yagin uzaklagtiri-
masi ile protein - lipid - protein interaksiyonun Kirdmasi molekiiler agilikia azaimaya neden olmaktadir.

Askorbik asitin etkisi

Bezostaya ununa 50 ppm askorbik asit katkili optimum yogrulmug hamurun jei fiiltrasyonu sonucunda
iig pik elde edilmigtir (Sekil 4.}). Elde edililen protein dagim profili ve pikleri olugturan proteinlerin molekiiler
-agirliktan optimum yogrulmusg kentrol hamurununkine (Sekil 1) benzemektedir. Bununla beraber, kontrol hamu-
rundan farkh olarak pikierin alanlarinin daha kigik oldugu gézlenmektedir.

WSB ile ekstrakte edilmig askorbik asit igeren hamurun protein dagiim profili Sekil 4' de gérillmektedir.
Askorbik asit katkili yag: alinmug drnege ait 1. pikin kolondan bog hacimde giktigi ancak alaninim yag alinma-
mig drnede oranla daha az oldugu saptanmigtir. Kolondan bog hacimde ¢ikan pikin disinda yaklagik olarak mo-
lekiiler atirhdr 150 kDa ofan Il. pik ve molekiiier agirhd 40 kDa otan gok belirgin olmayan bir omuz geklinde
L. pikin varhd gdriilmektedir.

Askorbik asit ve potasyum bromat katkii hamurlarin protein dagilim profilleri ile kontrol hamurunun pro-
tein dagihm profilli kiyaslandiginda, proteinterin kolonda alikonma strelerinin benzer olduju grilmektedir. Bu-
nunla beraber, piklerin alanlanndaki azalmanin oksidanlarnin etkisi ile yogurma sirasinda kovalent bagh daha
biylk protein agregatlarinin olusmasi ve bunlarin AL géziiciisiinde ¢éziinmemesi nedeniyle santrifil] islemi si-
rasinda gékelerek aynilmasindan kaynaklanmts clabilecedi diglinGimektedir.

Bu arastirmada lipid ekstraksiyonunun, protein-lipid-protein interaksiyonunun kirimasina ve protein
kompleksinin molekdier agirhgimn azalmasina neden oldudu je! filtrasyon caligmalar: ile belirlenmigtir. Protein
- lipid -+ protein interaksiyonunun kirnimasindan
dolay: protein agregatlannmin molekiler agirhgi-
nin kiiglierek bos hacimde gikan proteinlerin

0.7 -

daha kiigitk molekiler agirliklara dadildigi sap-

tanmigtir. Unun, kontrol hamuru ve katki mad- 0.6 -+
deleri ile hazirlanan hamurlarla kiyaslandiginda T g5 -
lipid ekstraksiyonundan en fazla etkilenen érnek b
oldugu gérilmektedir. Oksidan katki maddeleri- | 7 ¢4 ¢
nin gluten proteinleri (zerindeki etkileri de bu E 03 .
aragtirmada saptanmigtir. Lipid-protein interak- 8 ‘
siyonu ile ilgili galismalarda, baslangi¢ materya- % 0.2
line (un, hamur veya gluten) ve farkl ekstraksi- ot ;

yon kosullarina gore elde edilen bugiink bilgi- :
lerimize ragmen, bu interaksiyonun daha iyi an- 0;’_‘- e .
lagilabilmesi igin bir gok arastincinin Uzerinde AL A A
durdufu gibi (BEKES et al., 1983; CHUNG,

1986; CHUNG et al.,, 1978; vd) molekiiler dii- goyjy 4.

Fraksivon numaran

50 ppm askorbik asit katkili optimum yogrulmug () ve yag

zeyde daha detayll galismalara ihtiyag oldugu almmis askorbik asit katkili optimum yogrulmus hamurun
diistinilmektedir. Béylece proteinterin fonksiyo- (—) AU (0.1 M asetik asit, 3 M iire) ciziiciisiiyle Sephacryl
nel dzelliklerindeki degisimier ve bu degisimle- $-300 dolgulu kolondan gecirilmesi ile elde edilen protein

rin ekmek kalitesi Uzerindeki etkilerini daha iyi dagthm profilleri.

aniayabilmek mimkiin olacaktir,
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