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OZET: Askorbik asit ve yojurma siresinin hamurda protein-karbonhidrat etkilesimi (izerine etkisi SDS-PAGE kullanilarak,
protein ve glikoproteinler igin farkli boyama teknikleri ile aragtmimigtir. Galigmada, Bezostaya ve Kirag ekmeklik bugday
cesitlerinin unlar kullanifmigtir. Hamurlar, bu unlar lle askorbik asit katks maddesinin 1ki farkli dozuyta (50, 150 ppm) optimum
ve agin yogurulup liyotilize edilerek hazirlanmugtir. Her iki gegitin SDS-PAGE glikoprotein boyama sonuglan incelendifiinde
HMW bélgede (116-94 kDa) belirgin gekilde bantlar gérilimiigtiir. Bununia beraber, protein boyamada 67-45 kDa arasinda
goriiten bantlara karbonhidrat boyamada rastlanmamigtir. Bezostaya ¢esitinde, optimum yodurulmug askorbik asit katkili tdm
hamurlarin relatif bant yogunluklarinin optimum yogurulmug kontrol hamurundan daha fazla oldugu tespit edilmigtir. Protein
ve glikoprotein boyama yamlan jellerde genel olarak agin yogurmanin optimum yodurulmus hamurlara gore relatif bant
yogunluklarinda azalmaya sebep oldugu belilenmigtir. Protein ve glikopratein boyama sonuglan %50 1-propanclde
¢dzliinmeyen (50 PI) fraksiyonlarinda proteinler ile karbonhidratiar arasinda yakin etkilegimin bulunabilecedi fikrini
vermektedir.
Anahtar kelimeler; Bugday, askorbik asit, glikoprotein, SDS-PAGE

ABSTRACT: Effects of ascorbic acid and mixing time on protein-carbohydrate interactions in dough were investigated by
using SDS-PAGE with different staining methods for proteins and glycoproteins. Lyophilized optimum mixed and overmixed
doughs were prepared from the flours of two cultivars (Bezostaya and Kirag) with ascorbic acid, which was added to the
flours at levels of 50, 150 ppm. There were intense bands at the HMW region (116-94 kDa) of the SDS-PAGE gels of both
cultivars when stained for glycoproteins. However, the bands appeared between 67-45 kDa at protein staining were not
visible when the gels were stained for glycoproteins. In Bezostaya cultivar, the relative band intensities of all ascorbic acid
supplemented optimum mixed doughs were more intense than those of the optimum mixed control dough. The relative band
intensities of protein and glycoprotein stained gels in overmixed dough samples were generally lower than those in the
optimum mixed dough samples. The protein and glycoprotein staining resuits of 50 Pl fractions indicated that thera might be
close interactions between proteins and carbohydrates.
Keywords: Wheat, ascorbic acid, glycoprotein, SDS-PAGE

GiRis

insan beslenmesi bakimindan gok nemli bir hububat olan buddayin fiziksel, kimyasal ve teknolojik
dzellikleri ekmek, makarna ve dider birgok {rinl yapmaya son derece uygundur. Ekmek birgok Olkede en gok
tiketilen gida maddesidir. Bugiday unu suyla yogruldugunda gliadinler ve gluteninler kompleks bir yapi olan
giuteni meydana getirir ve ekmek eide etmek icin gerekli olan viskoelastik hamur olugur. Aragtrrmalar, unlarin
ekmek yapim kalitesi arasindaki farkliliklarin temelde proteinlerindeki farklihklardan kaynaklandigin
gostermigtir (Bushuk, 1985). Ekmeklik buddaylarin teknolojik kalitelerindeki farkiiklarin bazi yiiksek molekl
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agirhkh (HMW) glutenin subunitleri ile ilgisi oldugu gosteriimistir. Ekmek yapma kalitesi sadece HMW glutenin
subunitlerinden etkilenmemekte, diiglik molekill agirhkl (LMW) giutenin subunitleri ve diger un bilegenleri de
etkili olmaktadir. Lipidler ve karbonhidratlar gibi un bilegenleri gesitli proses asamalarinda gluten proteinleri ite
interaksiyona girmektedir. Ozellikle karbonhidratlarin yiiksek molekl agirikli gluteninlerle etkilegime girdigi
belirtiimektedir (Chen et al., 1992). Bu nedenle, difer un bilegenleri, katki maddeleri ve bunlarn proseste
uygun Kombinagyonu da hamurun fonksiyonel ozelliklerini ve optimal kalitede son Urlin elde edilmesini
etkilemektedir.

' Bugday gluteni %80-85 protein ve %5-10 lipidlerden olugur. Kalanin biyiik bir kismi karbonhidratlardir,
Birgok aragtirmaci glutende az miktarda karbonhidrat oldugunu gostermigtir. Inouye ve arkadaglan (1974)
glutenden %3.2 ve %7.2 karbonhidrat igeren 2 tane karbonhidratga zengin fraksiyon izole etmiglerdir. Khan ve
Bushuk (1979) Sephadex G-200'de jel filtrasyon ile eide edilen indirgenmig alkillenmig gluteninin
kromatogramindaki pik 1'de karbonhidrat varligini gostermistir. McMaster ve Bushuk (1983) glutendeki alkolde
gbziinen fraksiyonun %0.6, alkolde g¢dziinmeyen fraksiyonun %17 karbonhidrat igerdigini bulmusiardir.
Galismada bunlarin nigasta digindaki karbonhidratlar oldugu gdsteriimigtir. Ancak karbonhidratlarla proteinier
arasindaki bagin kovalent olup clmadigini belilenememigtir (McMaster ve Bushuk, 1983).

Glutenin proteinleri ile karbonhidratiar arasindaki bagdin kovalent olup olmadidn konusunda
aragtirmacilar kargit gérisler ileri siirmektedir. Baz arastirmacilar (Chen ve ark. 1992 , Tilley ve ark. 1993)
karbonhidratlarin glutenin proteinlerine kovalent bagh olabilecedini belitmislerdir. Buna zit olarak, Roels ve
Delcour (1996) bugdayin HMW glutenin subunitlerinin glikoprotein tabiatinda olmadigimi ileri strmuglerdir.
Bollecker ve Schofield {1996) HMW glutenin subunitlerinin glikozil bad saptama metodlarna gore farkh
sonuglar verdigini belfirtmiglerdir. Butin bu geligkili veriler, bu konuda yerii arastirmalara gereksinim oldugunu
dustindirmektedir.

Glikoproteinlerde karbonhidratlar az miktarlarda bulunurlar (Dubray and Bezard, 1982). Elektroforetik
-alanda makromolekiiler karbonhidrat materyali ézellikie glikoproteinler, Periodik Asit-Shif reaktif madde (PAS)
kullanim ile saptanmaktadir (Green ve Pastewka, 1975). SDS-PAGE jellerde glikopolipeptitlerin saptanmasi
igin Fairbanks ve ark. {1971), Green ve Pastewka (1975), Leach ve ark. {1980) kullandiklar: gesitli modifiye
PAS boyama ydntemleri ile diisiik miktarlardaki glikopolipeptitleri saptamiglardir.

Yogurma Ozellikleri ekmek yapiminda en énemii paramsetrelerden biridir. Hamur gelisimi, glutenin
polimerlerinin orientasyonu ile ekmek hamurunun viskoelastik ve gaz tutma ozellikierini saglayan ag yapisinin
olugmasim sadlamaktadir (Bushuk, 1994). Hamur yogdrulmasi sirasinda mindér komponentlerin un proteinlerini
bagladiklan géralmagtar. Lipidler ve karbonhidratiarin spesifik protein fraksiyonlarma gliglii bir sekilde
bagtandiklan belirlenmigtir (Figueroe ve Khan, 1993},

Ekmek yapiminda hamurun reolojik ozelliklerini énemli olglide etkileyen cesitli katki maddeleri
kullaniimaktadir. Onemli ekmek katki maddelerinden olan oksidanlar, yojurma agamasinda ilave edilmekte ve
gluten proteinlerinin yapisindaki silfidril gruplanni oksitleyerek dislilfit badlanna dénlistirmektedir. Boylece
gluten matriksi daha ¢abuk olugmakta ve daha direngli bir hamur elde edilmektedir. Askorbik asit indirgen bir
madde olmasina ragmen, yo§urma sirasinda enzimatik oksidasyonla dehidroaskorbikasite déniigmekte ve un
proteinleriyle oksidan clarak reaksiyona girmektedir (Tsen, 1964).

Bu galigmada bugday unu ve hamurunda askorbik asitin ve hamur yogurma siresinin gluten
proteinletinin %50 1-propanoldeki géziniriikleri, subunit kompozisyonu ve protein-karbonhidrat kompleksi
Gzerine etkileri elektroforez yéntemi kullanitarak belienmigtir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Aragtirmada kullanilan Bezostaya (sert kirmizi kiglk} ve Kirag (or‘ra sert beyaz kiglk) gesidi bugday
drnekleri Taria Bitkileri Merkez Aragtirma Enstitd Mudirli§i'nden saglanmigtir. Hamur dzellikleri balkimindan
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kuvvetli ve orta kalitede bugdaylan temsil stmek lzere segilmiglerdir. Bu bufday érneklert Carter Dokaj
aletinden gegirilerek yabanci maddelerinden ayriimistir. Bezostaya ve Kirag ¢esidi bugday érnekieri Buhler
pnématik laboratuvar degirmeninde sirastyla %75 ve %70 randimanla una iglenmigtir.

Arastirmada kullanilan askorbik asit, un rneklerine 50 ve 150 ppm oranlarinda ilave edilmigtir. Askorbik
asit igeren hamur érnekderi farinograf kullarilarak hazirlanmigtir. Aym bilegimdeki hamurlar optimum ve agin
yogurulmus {optimumdan 12 dakika sonra) olmak Gzere iki farkl sekilde hazirlanmigtir, Hamurlar kyofilizatérde
kurutulup havanda 8gdGtlimls ve derin dondurucuda saklanmigtir.

Ydntem

Kimyasal ve fizikokimyasal yontemler

Un érneklerinin kil miktar, AACC Method No.08-01, protein miktar, AACC Method No.48-12, yas
gluten miktan, AACC Method No.38-11, dﬁg;me sayisi, AACC Method No.56-81B, Sedimentasyon miktar
AACC Method No.56-60A metotlarina {Anonymous, 1990), gére saptanmigtir. Kuru gluten miktan Ozkaya ve
Kahveci (1990) tarafindan belitilen metoda gére yapilmigtir. Hektolitre agirigi AACC metot No.55-10
{Anonymous, 1990), ve bin tane agirhg Uludz {(1965) tarafindan belirtilen metoda gére yapilmigtir.

SDS - PAGE Ydéntemi

SDS-PAGE igin ¢rneklerin hazidanmasinda Fu ve Sapirstein (1996) 1n yéntemi modifiye edilerek
kullanilmigtir (Erkul, 1999), Elekiroforez iglemi Ng ve Bushuk {1987) ve Fu ve Sapirstein {1996)'min ydntemleri
esas alinarak yapiimigtir. Jel kaliplarina énce %14 (w/v) akrilamid, %0.06 {(w/v) N,N' metilenbisakrilamid, 376
ml/lt. ayiricr jel tampon g¢zeltisi (1.0 M Tris, pH 8.8), %0.1 {w/v} 8DS igeren ayinc jel gbzeltisi {izerine
polimerlegmeyi sagdlamak Uzere 0.25 g/it amonyum persilfat (APS) ve 0.5 mi/it tetrametiletilenamid (TEMED)
ilave edilerek dékiilmuigtir. Polimerlegme tamamlandiktan sonra %3.0 akrilamid (w/v), %0.043 (w/v) NN’
metilenbisakrilamid, 12.5 miAt 8n ayinm jel tampon ¢ézeltisi (1.0 M Tris, pH 6.8}, %0.1 {w/v) SDS iceren én
ayirici jel gozeltisi lzerine 0.375 g/t APS ve 0.75 mlit TEMED ilave edilerek kaliplara dbkiilmiistir.
Elektroforez tampon gozeltisi 0.192 M glisin, 0.025 M Tris, %1 (w/v) SDS igermektedir (pH 8.3). Protein
bantlarinin molekiler adirliklarinin saptanmasi amaciyla ylksek ve orta molekil agirlikh protein markérleri
(Sigma High-Range ve Pharmacia Mid-Range Protein Marker) kullamlmigtir.

Glikoprotein boyama
SDS-PAGE yintemine gére hazirlanan jeller glikoproteinieri belilemek igin Kovacs ve arkadaglarinin
{1998) yéntemi modifiye edilerek kullantimigtir.

SONUG ve TARTISMA

Arastirmada kullanilan Bezostaya ve Kirag gesitlerinin 8§0tlimesi sonucunda elde edilen unlarin fiziksel
ve kimyasal analiz sonuglan Cizelge 1.'de gésterilmigtir. Bezostaya gegidinin hektolitre adiridi 78.1 kg/hl; 1000
tane agiehd 34.0 g'dir. Bu degerler Kirag gesidinde ise 81.5 kg/hl ve 32.4 g olarak belirlenmistir.

Bu iki gesitte fiziksel ve kimyasal 6zelliklere ait verilerin birbirlerine yakin oldugu gérilmistir. Bununla
beraber, Bezostaya gesgidine ait sedimentasyon dederi 47 ml iken ekmekiik kalitesinin daha digiik oldugu
bilinen Kirag gesidine ait sedimentasyon degeri 36 ml ofarak bulunmustur. Saptanan veriler daha &nce bagka
araghrmacilarin buldugu verilerle kargilagtinidiinda genel olarak uyum igindedir (Ercan, 1988; Ozboy, 1992,
Celik ve ark., 2001). '

Katki maddeierinin ve yodurmanin proteinler izerine etikisinin proteinlerin ¢éziniritiklerinde meydana
gelebilecek farkhiliklarla belirlenebildigi gdsterilmistir (Demiralp ve ark., 2000). Bu nedenle, bu aragtirmada Fu
ve Sapirstein (1996)'m, proteinlerin %50 (w/w)lik 1-propanolde gozindrliklerindeki farkilig: temel alan
yontemi kullanilmigtir. Bu ydnteme goére drnekler %50 (w/w)'lik 1-propanai ile ekstrakte edilerek %50 (w/w)'lik
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Cizelge 1. Un drneklerinin bazi fiziksel ve kimyasai dzellikleri

Bezostaya ) Kirag
Kl Miktar (%)! 0.54 0.54
Sedimentasyon Degeri (ml)3 47 36
Diisme Sayist (sn)4 585 464
Protein Miktari (%)!» 2 13.5 138
Yas Gluten Miktan (%) 35.5 388
Kuru Gluten Miktar (%) 12.2 12.8

1 Kuru madde esasina gére
INxsT

3 %14 nem esasina goire

4 91 Snem esasina gire

1-propanolde ¢éziinmeyen (50 P} ve %50 (w/w)'lik 1-propanolde ¢dziinen (50 PS) fraksiyonlarina ayr|Im|§t|r.
Proteinlerin ¢dziiniirlikierinin farkh oimasindan dolayr 50 Pl protein esas olarak monomerik proteinlerin
bulunmadi polimerik gluteninleri kapsamaktadir, 50 PS protein ise monomerik proteinler ve polimerik glutenin
kangimidir. Bu arastirmada elektroforez galigmalannda sadece 50 Pl proteinler kullanimigtir. Fu ve Sapirstein
(1996)'1n galismalarina benzer bigimde bu ¢alismada da elde edilen elektroforegramlar incelendiginde 50 Pl
fraksiyonunda polimerik glutenin proteinler (HMW, LMW) gdzlenmektedir (Sekil 1.A ve 2.A). Bezostaya ve
Krrag gesitlerinde un dmeklerinin 50 P protein fraksiyonlarina ait jellerde, HMW bélgede, glutenin subunit
kompozisyonlarinda farklik oldugu saptanmugtir (Sekil 1.A ve 2.A’da 1 nolu drnekler).

Katki maddesi, yofurma siiresi gibi parametrelerin 50 Pi fraksiyonlannin elektroforegramlarinda
bantlann relatif bant yogunluklarinda farklilik olusturdugu gézlenmigtir. Un ve kontrol hamuru arasinda dnemli
farkhlik saptanmistir. Kontrol hamurlarinin 50 P fraksiyonlarinda relatif bant yoguniukiarinin una gére daha az

M 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 1 A-B. Bezostaya unuyla hazirlanan askorbik asit katkil hamurlarin 50 PI fraksiyonlarinn SDS-PAGE sonuglari: protein
(A) ve karbonhidrat {B) boyama. M- Protein markoril, 1- Bezostaya un, 2- Bezostaya kontrol optimum yogurma, 3-
Bezostaya kontrol agir yogurma, 4- Bezostaya askorbik asit 50 ppm eptimam yogurma, 5- Bezostaya askorbik asit
50 ppm agir1 yogurma, 6 Bezostaya askorbik asit 150 ppm optimim yogurma, 7- Bezostaya askorbik asit 150 ppm
asir yogurma.
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oldugu tespit edilmistir. Demiralp (1997) benzer bir aragtirmada 50 PS fraksiyonlarinin incelendigi tiim jellerde
kontrol hamurlarinin relatif bant yogunluklarinin daha fazla oldugunu gdstermigtir. Elektroforegramiardaki relatif
bant yogunluklarinin fazia olmasi 50 PS fraksiyon miktarinin az oldugunu gdstermektedir. Bu nedenle 50 PI
fraksiyonlarinin incelendigi jeilerde, una ait relatif bant yoguniugunun kentrol hamuruna gdre fazla olmast,
protein ¢dzlndrldginin unda daha az oldugunu géstermektedir. Benzer sonuglar glikoprotein boyamasi
yapilan jellerde de saptanmigtir ($ekil 1.B ve 2.B). Protein boyamanin yapildig jellerde Bezostaya ve Kirag
unu ile hazirlanan drnekler, 50 Pl fraksiyonlarninda optimum yogurulmus hamurlara ait relatif bant
yoguniuklarinin, asir yoguruimusg hamurlara gére daha fazla oldugu saptanmistir {Sekil 1.A ve 2.A). Hoseney
ve Rogers (1990}, agin yogurma ile uzamaya karsl direncin azaldigini, gluten proteinlerinin gergin hale
geldigini ve bazi dislilfit bagtarinin kirlip, tiyil radikalteri olustugunu belirtmiglerdir. Yogurma sirasinda disilfit
baglan kinldiginda, gluten proteinteri kismen depolimerize olmaktadir. Bu da ¢6ziindrtddl arttirmakta ve diglik
viskoziteye sebep olmaktadir. Bu aragtirmanin verileri de bu fikri desteklemektedir. Glikoprotein boyamanin
yapildigi jellerde, her iki un érnedinde de, protein boyama yapilan jellerde oldugu gibi agir yogurmanin etkisiyle
relatif band yodunlugunda azafma oldugu gordlmastar (Sekil 1.8 ve 2.B). Ancak, bu azaima, protein boyamanin
yaplldidi jellerdeki kadar belirgin degildir.

Bezostaya ve Kirag unlan fle hazirlanan askorbik asit katkih hamuriarin 80 Pl fraksiyonlarinin SDS-
PAGE sonuglan da sirasiyla Sekil 1.A ve $ekil 2.A'da goriilmektedir. Sekil 1.A incelendiginde, optimum
yodurulmus askorbik asit katkill tim hamurlann relatif bant yogunlukiarinin, optimum yogurulmus kontrol
hamurundan daha fazla oldugu tespit edilmigtir (2, 4, 6 nolu drnekler). Kirag unuyla hazirlanan optimum
yogurulmug kentrol hamuru ile askorbik asit katkill optimum yoguruimug hamurlarin relatif bant yoguniuklar
arasinda farkh!ik saptanamamigtir {Sekil 2.A). Her iki cesitte de askorbik asitin 50 ve 150 ppm dozlarini igeren
optimum yogurulmug hamuriarin refatif bant yogunluklan arasinda ise belirgin bir farkilik saptanamarnmgtir.
Askorbik asit igeren agirn yogurulmus hamurlar ile optimum yogurulmug hamurlar kiyaslandiginda her iki gegitte
de, agin yogurulmug Srneklerin relatif bant yoJunluklarinda azalma oldugu tespit edilmigtir. Bu azalmanin

Sekil 2 A-B. Birag unuyla hazirlanan askorbik asit katkil hamurlarin 50 PI fraksiyonlarinim SDS-PAGE sonuglary: protein (A)
ve karbonhidrat (B) boyama. M- Protein markérii, 1- Kirag un, 2- Kira¢ Kontrol optimum yogurma, 3- Kirag
kontrol asirt yogurma, 4- Kirag askorbik asit 50 ppm optimum yogurma, 5- Kirag askorbik asit 50 ppm agiri
yourma, 6- Kirag askorbik asit 150 ppm optimum yogurma, 7- Kirag askorbik asit 150 ppm agir1 yogurma.
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optimum ve agin yodurulmug kontrol hamuru arasindaki azalmaya gére Bezostaya unuyla hazirlanan askorbik
asit katkili hamurlarda daha belirgin oldu§u saptanmigtir (Sekil 1.A'da; 2-3, 4-5, -7, nolu drnekler).

Bezostaya ve Kirag unuyla hazirlanan askorbik asit katkil hamurlarin 50 Pl glikoprotein fraksiyonlarin
SDS-PAGE sonuglan sirastyla $ekil 1.B ve Sekil 2.B'de gosterilmigtir. Jeller incelendigl zaman 116-94 kDa
arasindaki bantiann net olarak izlendigi gdzlenmektedir. Ayni zamanda 43-30 kDa arasindaki bantiar ile 13 kDa
civanindaki bantlar da gérilmektedir. 13-25 kDa ile 67-45 kDa arasindaki bandlar gériimemektedir.
Glikoprotein boyamada, Bezostaya unuyla hazirlanan hamurlann optimum ve agiri yogurulmus kontrol
hamurunun relatif bant yogunluklar arasinda belirgin bir farklilik saptanamamigtir (Sekil 1.8, 2-3 nolu &rnekler).
Kirag unuyla hazirlanan kontrol hamurunda ve askorbik asit katkih agir yogurulmusg tim érneklerde {Sekil 2.B,
3.5.7 nolu &rnekler), optimum yogurulmug brneklere (Sekil 2.B, 2-4-6 nolu &rnekler) gdre relatif bant
yogunluklarinda azalma beliflenmigtir. Diger taraftan, askorbik asiti 50 ve 150 ppm dozlarinda igeren
Bezostaya unuyla hazirtanan agir yogurulmug hamurlann relatif bant yogunluklarinda, optimum yofurmaya
gore azalma saptanmigtir (Sekil 1.8, 2-5-7 nolu &rnekler). Kirag unuyla hazirlanan askorbik asit katkil agin
yogurulmus tiim drneklerin refatif bant yogunluklarindaki azalma, agir yogurulmug kontrol hamuruna gbre daha
belirgindir (Sekil 2.B, 3-5-7 nolu drnekler). Bu sonuglara gére protein ve glikoprotein boyama sonuglan, gluten
yapisinda, proteinierle karbonhidratlar arasinda yakin bir etkilegimin olabilecegini gbstermektedir. Bushuk ve
arkadagtar: (1980) tarafindan &zellikie HMW bélgede oldugu belirtilen protein karbonhidrat etkilegimi bizim
galismamizda hem un hem kontrol hamurlar hem de katki maddeli hamurlarda izlenmektedir (M.W. 116-84
kDa). LMW bdlgede de yer yer bu etkilegim gériilmektedir. Bununla beraber, protein-karbonhidrat etkilesimi ile
iigili galigmalarda tarkli baglangig materyali (un, hamur, gluten) ve degigik ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
bilgilere gére, heniiz protein ve karbonhidratiar arasindaki bagin kovalent olup olmadigl konusu tarhigmalidir
{Gujka ve Khan, 1999). ‘

Genellikle bugday ununun protein oimayan bilegenlerinin de, hamurun yogrulmas! sirasindaki gluten
olusumunda ve bugday proteinlerinin fonksiyonel Szelliklerinde énemli bir rol oynadigi kabul ediimektedir.
Karbonhidrat bilesenterinin de gluten matriksinin olugumunda rol oynayabilecegi belirtiimektedir (McMaster ve
Bushuk, 1983). Gluten matriksindeki protein—karbonhidrat etkilegimi ile ilgili yapilacak yeni aragtirmalann
hamur yoguruimasi sirasinda molekuler diizeyde olugan etkilesimlerin anlagiimasinda énemli katkilan olacag
dissiiniiimektedir. Béylece giuten proteinlerinin fonksiyonel ézeliiklerinde katki maddeleri ve proses kosullar
etkisiyle ortaya gikan degisimleri ve bu degisimlerin ekmek kalitesi Uzerindeki etkilerini daha lyi anlayabilmek
mimkiin olacaktir,
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