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PROTEINLERININ (GLIADIN) POLIAKRILAMID JEL
(PAG)-DISK ELEKTROFOREZI| ILE INCELENMESI*

ELECTROPHORETIC ORIGIN DETERMINATION IN FOOD
ANALYSIS V. EXAMINATION OF POLYACRYLAMIDE GEL
(PAG)-DISC ELECTROPHORESIS OF THE AQUEOUS
ETHANOL-SOLUBLE PROTEINS (GLIADIN) OF SOME HARD
WHEAT VARIETIES AND MACARONI SAMPLES*
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SUMMARY

The gliadin proteins of the most cultivated 6 durum wheat varieties in Turkey has been
examined by polyacrylamide gel disc electrophoresis. The obtained electrophoregrams al-
low to the identification of these varieties. The method was also applied to the 9 different
samples of macaroni and it was observed that the obtained electrophoregrams can be used
for the identification of the soft wheat in this products.

OZET

Turkiye'de en gok tanimu yapilan 6 durum bugday: varyetesinin gliadin proteinleri poli-
akrilamid jel disk elektroforezi ile incelendi. Elde edilen elektroforegramlar bu varyetelerin
teghisine imkan vermektedir. Metod aynca 9 farkh makarna érnefine de uyguland ve elde
odilen elektroforegramlardan bu trinlerde yumugak bugdayn varhifinin tesbitinde yarar-
lanilabilecegi gézlendi.

GIRIS

Genel olarak, undan yapilan besinler sert bugdaydan yapildiginda
yumusak bugdaydan yapilana nazaran daha kaliteli olmaktadir. Bu
yiizden baz iiriinler drnegin makarnalar, vzellikle sadece sert
bugdaydan yapilmaktadir ve bu husus gida yonetmeligi ve tiziiklerinde
belirtilmigtir.

*+ 7. Bilgi¢'in Doktora Tezinin bir bolimuiddr.
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Sert bugday, yumusak bugdaya nazaran daha pahal oldugundan,
bunun teghisi ve makarnalara yumusak bugday karigtinlip
kangtinlmadiginin tesbiti besin kontrolii agisindan énem tagir. Bu alan-
da, pek ¢ok iilkede 20 seneyi agkin bir siiredir elektroforetik
¢aligmalardan yararlanilmaktadir (1-5). Ancak yapilan literatiir
aragtirmasinda iilkemizde tarimi yapilan sert ve yumusak bugday cins-
lerinin elektroforetik teshisi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlan-
madi. Bu ¢aligmada daha énce bugdaylarla yapilan galismanin (6) de-
vami olarak, iilkemizde tarim1 yapilan 6 sert bugday varyetesinin
%70'lik etanolde ¢oziinen gliadinleri PAG-disk elektroforezi ile incelenip
elde edilen protein band dizilerinden teshiste ne &lgiide yarar-
lanilabilecegi saptanmaya ¢ahgildi. Ayrica aym: yéntem 9 ayn firmanin
trettigi makarna érneklerine de uyguland. ¥

GEREG VE YONTEM

1. Kimyasal Maddeler: Akrilamid, N, N'-Metilen-bis-akrilamid
(German), Coomassie Brillantblau R 250 (Serva), Etanol (Tekel), diger
bitin kimyasal maddeler p.a. (Merck) firmasinda temin edildi.
Calismada deiyonize su kullanilda.

2. Aletler: Elektroforez tanki, dogru akim gii¢ kaynag (Gelman),
pH metre E 488 (Metrohm) ve Santrifiij GLC-2 (Sorvall).

3. Incelenen Ornekler: Sert bugdaylar: Gokgol 79, Karakilgik
1133, Kunduru 1149, Cakmak 79, Tunca 79, Giineydogu Anadolu Dur-
um (GAD). Bu bugday srnekleri Yesilkoy-Istanbul Zirai Aragtirma En-
stitlisii, Ankara Zirai Aragtirma Kurumu ve Toprak Mahsulleri Ofisi -
Istanbul'dan sagland:.

Makarna érnekleri: Ayn firmalara ait 5 adet paketlenmis ve 4
adet doskme makarna ornegi piyasadan satin alindi.

4. Orneklerin Hazirlanmas: (7): Elektrikli sgiitiicii ile sgiitiilerek
elde edilen un érneklerinin 150 mgina 0.51 ml %70 lik etanol katilda.
Oda sicakhginda 1 saat bekletildikten sonra 8 dakika santrifiij edildi
(4000 devir/dakika) ve iistteki berrak kisimdan 50 UI'lik hacimler test
tiplerine alindi. Bu alkollii ekstre iizerine hacimea 7.5 kisim % 0.1
oraninda metil yesili boyar maddesini iceren % 30'luk sakkaroz ¢ozeltisi
ile 1 kisim elektroforez igleminde kullanilan tampon gozelti
karigimindan 100 i ilave edildi. Bu kangimdan 20 pl'lik hacimler jele
uygulanda.
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5. Jellerin Hazirlanmas: (7,8): % 7.5 konsantrasyondaki poliakri-
lamid jel hazirlamak igin agagidaki gozeltiler gereklidir.

Cozelti A: 20 ml'lik bir balonjojede 2.85 g akrilamid, 0.15 g N, N'-
metilen-bis-akrilamid ile 0.05 g askorbik asid, 15 ml % 0.006'hk demir-
[1-sitlfat ¢gozeltisinde goziindiirildi ve su ile hacmine tamamlanda.

Cézelti B: 0.06 M amonyum persiilfat gozeltisi.

Cozelti C: pH s1 glisin ilavesiyle 3.1 e ayarlanmig 0.376 M asetik
asid gozeltisi.

@ 6 mm x 8 em boyutlarindaki jeller A ve C gozeltisinin 15 er ml
si ile 0.3 m] B ¢ozeltisi karigimindan daha énceki ¢ahgmada (8) bildiril-
digi gekilde hazirlandi.

6. Elektroforez Iglemi (9): Tampon gozelti olarak glisin ilavesiyle
pH s1 3.1 e getirilmis 0.188 M asetik asid ¢ozeltisi kullamldi. Ornek uy-
gulanmadan énce, amonyum persiilfatin fazlasin uzaklagtirmak igin 10
dakika siire ile 100 V gerilimde on elektroforez yapildi. Daha sonra
rneklerden 20 UI'lik hacimler bir Hamilton pipetle jellere uyguland.

Esas elektroforez iglemi, once 7 dakika siire ile 100 V ve sonra
boyar maddenin jeli terketmesi gozlenerek yaklagik 15 dakika siire ile
400 V gerilimde, katod yoniine dogru gergeklestirildi.

7. Protein Bandlarinin Belirlenmesi: Elektroforez iglemi bitiminde
tiiplerden gikanlan jeller, hacimea 1 kisim Coomassie Brillantblau R
250'nin etanoldeki %1 lik ¢ozeltisi ile 25 kisim triklorasetik asidin suda-
ki % 12 lik gozeltisi kangimindan olusan boya gozeltisinde bir gece bek-
letildi. Jel zeminindeki boya fazlahgim gidermek igin jeller, su/metanol/
asetik asid (14:6:1; v/v) kangiminda 2 saat ve % T'lik asetik asid
¢bzeltisinde bir gece bekletildi.

TARTISMA VE SONUG

incelenen 6 sert bugday varyetesinin protein band dizileri Sekil-
1'de goriilmektedir. Teghisi kolaylastirmak igin bu elektroforegramlar
ayrica sematik olarak da verilmigtir (Sekil-2).
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Sekil-1. Sert bugday varyetelerinin elektroforegramlarn. A- Gékgsl 79, B- Karakilgik 1133,
C- Cakmak 79, D-Kunduru 1149, E-Tunca 79, F-GAD

A - g, R 5 A

Sekil- 2. 1. Sekildeki sert bugday varyetelerinin gematik elektroforegramlan.
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Gérildigi iizere, protein bandlan biri jelin anod kismindaki ve
diggeri ise katod kismindaki yanisinda olmak iizere iki grup halinde
ayrilmiglardir. Katod kismindaki bandlarin sayilan az, intensiteleri de
zayif olup, varyeteler arasinda onemli bir fark gozlenmemektedir.

Anoda yakin band dizileri ise karakteristik olup, teshiste yarar-
lamilabilecek niteliktedir. Karakilgik 1133, Cakmak 79, Kunduru 1149,
Tunca 79'un protein band dizileri birbirlerinden bariz farklhihk
gostermektedir. Gokgol 79 ve GAD'unki ise birbirine olduk¢a benzemek-
tedir. Ancak istisnai olarak iki varyetenin katod grubu bandlarinin
gosterdikleri ufak farkhhktan yararlanlarak ayirt edilmeleri séz konusu
olabilir.

Sert bugdaylarin uygulanan PAG-disk elektroforezi yontemi piya-
gadan saglanan degigik firmlarin 5 paketlenmis ve 4 dokme makarna
drnegine de uyguland: ve bugdaylardakine benzer sonuglar alinda.

Elde edilen elektroforegramlarin fotograflan Sekil-3'de verilmistir.

§ekil-3. Makarna érneklerinin elektroforegramlan. A-E: beg ayn firmamn paketlenmig
makarnalan, F-I: dért ayn firmanin dskme makarnalan.

Burada da teshiste yararlanilabilecek band dizileri jelin anod ta-
rafindaki yansinda gekillenmistir. A, B, C, D, E firmalarinmin paketlen-
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mig makarnalarinin tiimi birbirinin aynis1 ve durum bugdaylarindan
GAD ve Gokgol 79'a uyan protein band dizileri vermigtir. Dokme makar-
nalar ise paket makarnalardan belirgin farklilhk gostermektedir.
Farkhlik gosteren bu ana bandlardan sadece bir tanesinin ($ekil 3'deki
I srneginde okla igaretli olan) mobilitesi sert bugdaylardan Karakilgik
1133'iin ayn1 mobilitedeki bandina uymaktadir. Digerleri ise biiyiik bir
olasilikla yumugak bugdaylardan ileri gelmektedir. Sonug olarak gerek
sert bugdaylara ve gerekse makarnalara uyguladigimiz PAG-disk elek-
troforezi yontemi, teshis yoniinden degerlendirilebilecek, tekrarlanabilir
sonuglar vermigtir. Ancak iilkemizde tarim yapilan tim sert
bugdaylarin elekroforetik teghislerinde yararlamlabilecek bir tayin
anahtarinin hazirlanabilmesi igin daha bir dizi g¢aligmanin
gerceklestirilmesi gerekmektedir. y

Fiyat bakimindan ucuz olan dékme makarnalara yumusak
bugday katihp katilmadiginin ve/veya ne oranda katildiginin kesin ola-
rak saptanabilmesi igin ise once boyle drneklerin ve laboratuvarlarda
farkh oranlarda sert ve yamugak bugday karigimindan yapilan makar-
na orneklerinin elektroforetik analizleri yapilmah ve daha sonra elektro-
foregramlarin dansitometrik taranmas: sonucu elde edilen dansitogram-
lar birbirleri ile kiyaslanmalhdar.
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