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Proteinlerin Is1 Koagiilasyonu Uzerine Bazi Selerfer ve Mannitolun
{Inleyici Etkisi

The Preventive Effect of Some Sugars and Mannitol on the Heat
Coagulation of Proteins

sevicet TEKMAN ve Sedat GITEKIN *

Proteinler cok dayaniksiz maddelerdir. Isi, ultraviyole, 11k, agir
metal iyonlar gibi baz dig etkenlere maruz brrakildiklar zaman irre-
vergibl olarak cokerler ve natif halde malik olduklary ézelliklerin bir-
cogunu kaybederler. Proteinler genellikle 80°C nin fizerinde wrtildik-
Jarr zaman pihtilagirlar. Fakat bu sitma bazi maddeler muvacehesin-
de yapildigs takdirde proteinlerin pihtilagmadil cesitli caligmalarla
oosterilmigtir, Nitekim Boyer ve arkadaglar (1) serum albumini 80°-
83° C de kisa zincirli yag asitleriyle birlikte isitnuglar ve proteinin
stabil kaldigim gérmiiglerdir. Haurowitz ve arkadaglar; (2) Kongo
kirmizisinim, proteinlerin st koagiilasyonuna engel oldugunu tesbit
etmiglerdir. Greenstein ve Hoyer (3) sodyum niikleat ile kombine
edilmig serum albuminin 98° C de koagiile ofmadigim, Hamer (4) he-
parin, dekstran siilfat, dezoksiriboniikleat, poliglutamat ve alginatim
kaynar suda serum albuminin pihtilagmasim tnledigini gostermisgler-
dir. Michiro ve Ochi (5) ise serum albumin ve globulini 80° C nin
iizerinde sodyum dipikolinat ile beraber 1mitmiglar ve koagiilasyonun
dnlendigini tesbit etmiglerdir. Oner (8) Evan mavigiyle birlikte se-
rum albumini kaynar su banyosunda pH 6 da sitmus ve cozeltinin
© berrak kaldifim gostermigtir.

Biitiin hu cahgmalarda goriildiigii gibi aragimalar gteakta pro-
tein koagiilasyonunu dnleyen, birbirinden farkh maddeler kullanmig-
fardmr.

Bu cahgmada gifir serum-albumin, ~pseudoglobulin ve ovalbu-
min, cesitli geker veya poiialkollerle birlikte 80°-100°C de 1sitilarak
bu maddelerin adi gegen proteinlerin koagiilasyonunu dualeyici etkileri
incelendi. Ayrica bu koruyucularla sitilmig ayn: proteinlere renk re-
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aksiyonlar: tatbik edilerek koagiilasyonun hangi mekanizmayla &n-
lendigi aragtirildi,

MATERYEL ve METOD

Deneylerde protein olarak sigmr serum-albumin, -pseudoglobulin
ve ovalbumin kullanildi. Isitmada D(+ )-sakkaroz, D(+4)-maltoz,
D{+)-glukoz, D(+)-mannoz, D( | )-galaktoz, D( - )-fruktoz, D(+)-
keiloz, L+ )-ramnoz, {4 )-fukoz, D{(—)-zorbitol, D (—)-mannitol
ve dulsitol ife galigdi ve bu maddelerin protein koagiilasyonunu énle-
yip Onlemedikleri incelendi. Albumin ve pseudogiobulin siZir serumu-
nun amonyum siilfatla, ovalbumin ise yumurta akmmn sodyum siilfat-
la (7) fraksiyonlu olarak ¢oktiiriilmesi suretiyle elde edildi. Tuzlardan
dializ ile ayrilan protein cozeltilerinin lkonsantrasyonlar refrakto-
metrik olarak tayin edildi. Serum-albuminin % 4, -pseudoglobulinin
% 5.4 ve ovalbuminin % 6 olarak bulundu.

Proteinlere Folin Wu-Ciocalteu (8) ve Diazo (9) renk reaksiyon-
lari tatbik edildi. :

Isitmalar igin otomatik termostath su banyosu, renk kiyaglama-
lar igin Beckman C tipi elektrokolorimetre kullanild

~  Proteinlerin 181 koagiilasyonunu onleyici etkileri arastirilacak
maddeler gerum-albumin, -pseudoglobulin ve ovalbuminin % 0.1 lik
cozeltileri iginde ¢oziildil. Bu maddeleri ihtiva eden protein ¢dzeltileri
80°, 85°, 80°C lerde ve kaynar suda, ayrt ayri 20 ger dakika 1sitilds
Tiipler gesme suyu altmmda sogutulduktan sonra cozeltilerin bulanik-
Ik dereeelerine bakidi. Bu maddelerden 181 koagilasyonunu 8nleyici
etki gisterenlerin protein cozeltileri igindeki nihai konsantrasyonlan
Cetvel 1 de gisterilmigtir. ,

Cetvel 1 de ad1 gegen maddelerle birlikte 1sitilmig serum-albumi-
nin glukoz ve mannitol, -pgeudoglobulinin mannoz ve ramnoz ve oval-
buminin maltoz ve sakkaroz muvacehesinde is:1 koagiilasyonlarmin
onlendigi tesbit edildi (Cetvel 2).

1 M laktoz, 2 M fruktoz, 2 M galakioz, 2 M ksiloz, 0.1 M fukoz,
1 M sorbitol ve 0.5 M dulsitol ihtiva eden % 0.1 lik protein ¢dzeltileri,
denenen temperatiirlerde 1s1 ile koagiile oidular. :

Cetvel 2 de 131 koagiilasyonunu onledikleri goriilen gekerleri ve
polialkolii ihtiva eden protein cozeltileri imtmalar yapildiktan sonra
suya kargt dializ edildi. Glukozla ve mannitolle 1w1tilmis serum-albu-
min, ramnoz ve mannozla sitilmig -psendoglobulin ve sakkaroz ve
maltozla 1s1t1ilmig ovalbumin dializden sonra céktilier.
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Cetvel 1. Protein koagiilasyonunu tnleyen maddelerin 9% 0.1 lik protein
¢Ozeltilerindeki nihai molar konsantrasyonlari,

KOAGULASYONU ONLEYEN MADDELER

PROTEININ MOLAR KONSXI?TTRASYONLARI
. ADI
Maltoz Sakkaroz Glukoz Mannoz Ramnoz Mannitol
Albumin 1 1 3 1.5 2 1.5
Pseudoglobulin 1 1 3 2.8 2 15
Ovalbumin 2 2.2 3 1.5 2 1.5

Cetvel 2, 9 0.1 lik protein gbzeltilert i¢indeki gesitli maddelerin st
koaglilagyonuna engel olucu etkileri.
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Ist koagiilasyonunu 6nleyen maddelerin proteinleri hangi meka-
nizmayla koruduklarim aragtmrmak icin 9% 0.1 lik serum-albumin,
-pseudoglobulin ve ovalbuminin, 1s1 koagiilasyonunu énleyen madde-
lerle degisik suhunet derecelerinde 1sitildiktan sonra sitdmamig olan
kisimlartyla paralel olarak Folin-Fenol ve Diazo renk reaksiyonlar:
tatbik edildi. Isitilnus numuneler 80° C ve 90° C ye maruz kalmig olan
kisimlardan alind.

1) Folin-fenol reaksiyonu:

2 ml protein ¢dzeltizi iizerine 4 ml distile su, & ml % 20 lik sod-
yum karbonat cozeltisi ve 1 ml Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi,
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30 dakika sonra meydana gelen mavi renklerin aborbanslar:, 650
my, da aym gartlardaki proteinsiz bos denemeye kargt okundu (Cet-
vel 3). ‘

2} Diazo reaksiyonu :

2 ml protein gozeltisi iizerine 3 ml distile su konup 5 dakika buz
icinde +4°C ye sogutuldu. Uzerine yine 14°C ye sogutulmug 3.6 ml
% 1.1 lik sodyum karbonat ¢dzeltisi kondu. Diazo I ve 11 reaktifleri,
metodun verdigi oranlarda karstiriip 1.5 ml reaktif yukaridaki
soguk karigima ilve edildi. 60 dakika buz icinde wve 15 da-
kika oda temperatiiriinde bekletilen numunelerin abzorbanglar: 530
my, da, aym gartlar dahilinde hazirlanmig proteinsiz bog denemeye
" karg oleiildii (Cetvel 3).

Cetvel 3. Koagiilasyonu dnleyici maddeleri ihfiva eden, cegitli derecelerde

1stiimig ve 1sifilmamig proteinlerin renk reaksivonlar: tatbikin-
den sonraki absorbanslart.

KOAGULAS- Folin- Fenol Diazo

YONUONLE-, PROTEIN

YEN MADDE estitmamss, 80°C | 50°C [1stitmanmis| 80°C 90°C
Glukoz S. Albumin 0,22 0,27 | — 0,32 0,38 | —
Mannitol S. Albumin 0,36 0,36 | 0,36 0,43 0,44 | 0,44
Ramnoz Pseudoglobulin 0,20 0,23 | 0,24 0,15 0.16 0,16
Sakkaroz Ovalbumin 0,15 0,16 | 0,16 0,14 0,16 | 0,16

TARTISMA

Deney sonuglarmnm incelenmesinden antagilacagt gibl bir kisim
gelerler ve mannitol, baz: proteinlerin 11 koagtitagyonunu onlemelk-
tedirler. Glukoz ve mannitoliin' gerum-albumini, ramnoz ve mannozun
-pseudoglobulini, sakkaroz ve maltozun ise ovalbumini 1s1 koagilas-
yonundan korumalari, degigik tipteki sekerler ve bir polialkoliin de-
gigik proteinlerde 1sitma ile meydana gelen koagiilasyonu Onledikle-
rini gostermektedir.

Proteinler sitildiklar: zaman molekilllerin termik ajitasyonla agil-
dif1 ve sakll gruplarin meydana ciktig1 yapilan renk reaksiyonlar:
deneyleri ile gosterilmigtir (10, 11). Sekerler ve mannitoliin protein-
lerin 181 ile koagiilasyonunu énleme mekanizmalarmi aydinlatmak igin
yapilan renk reaksiyonlarinda gserum-albuminin giukozlu ortamda 181-
tilrmig humunesinin renk giddetinin aym protein-geker karmsimina ait
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iertilmamigmin verdiginden fazla oldugu tesbit edildigi halde manni-
tol muvacehesinde 1sitilmig serwm-albumin, ramnozia bivlikte 1s1tilmig
serum-psendoglobulin ve zakkarozla sitilmis ovalbumin numuneleri-
nin wrtilmamiglaring nazayan bariz bir renk giddeti farki gdsterme-
dikleri tesbit edildi. Bu durum, adi gecen renk reaksiyonlarint veren
tirozil bakiyelerinin serum-albuminde, -pseudoglobulin ve ovalbumin-
dekinden daha fazla sayida olmasi ve dolaysiyle 1s1tma sonucu rey-
dana cikan sakl tirozil bakiyesi sayigmm da daha fazla olmasmdan
ileri gelebilir.

Mannitol muvacehesinde sitilimig serum-albuminin, 1itilmamigiy-
la paralel olarak yapilan renk reaksiyonlarinda renk giddetleri ara-
amda bir fark bulunmamasi, muhiemelen serum-albumindeki tirozil
bakiyelerinin —OH gruplar: ile mannitoliin ---OH gruplarindan biri
arasindaki kargihkh bir etkiden ileri gelmektedir. Nitekim Debourge
ve Creac'h (12) de mannitoliln tirozil bakiyeleriyle diigilk enerjili
kompleksler tegkil ettigini gostermiglerdir, Mannitollu serum-albumi-
nin 1stilmig ve witilmamig numuneleri arasmda, glukozlu serum-albu-
minin 1srtilmg ve sitilmamig arasinda gérlildiigy gibi, bir renk gid-
deti farkmin goriilmemesi, mannitolle glukozun konfigurasyon ba-
kmndan farkl: olmalari, bagka bir deyimle glikozun siklik bir ya-
ptya malik olmasina mukabil mannitoliin. agik zincir yapisinda olma-
sidan Hleri gelebilir.

Isitilmig protein ve koagillasyonu dnleyici madde kamgimlarin-
daki polialkol veya geker, dializ ile uzaldagtimidiktan gonra bu prote-
inlerin ¢ékmesi de bu koruyucu maddelerin 1srtma esnasinda polipep-
tid molekiillerinde meydana gelen acima safhasm: degil, sadece koa-
glilagyon safhasimi énledigi kanisimi vermektedir.

OZET

Sigir serum-albumin, -pseudoglobulin ve ovalbumin, ¢ozeltileri
icinde cegitli miktarlarda glukoz, fruktoz, galaktoz, mannoz, laktoz,
sakkaroz, maltoz, ksiloz, ramnoz, fukoz, mannitol, gorbitol ve dulsitol
cozilldii. Hlde edilen karigimiar 80°, 85°, 90°C ve kaymar su banyo-
sunda 1sitildilar, Serum-albuminin glikoz, -pseudoglobulin mannoz ve
ovalbuminin maltoz ihtiva eden c¢ozeltilerinin 8G°C de kecagiille olma-
dig1 goriildii. Mannitollu serum-albumin, ramnoziu -pseudoglobulin
ve gakkarozlu ovalbuminin 80°-100°C de adi geger. maddeler tarafm-
dan koagiilasyonlarmm Snlendigi tesbit edildi.

Isitmalar yapildiktan ve 1:1 kaogiilagyonunu énleyen yukaridaki
maddeler dializ edildikten sonra protein ¢bzeltilerinin bulandiklar ve
colkelti husule geldigi miigahede edildi.
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Koruyucu maddeleri ihtiva eden protein ¢izeltilerine Folin-fenol
ve Diazo renk reaksiyonlarm tathik edildi, Neticede glukozla 1stitmisg
serum albumin ¢ozeltisi iitilmamigima nazaran daha giddetli absorb-
siyon gosterdi. Mannitolle birlikte sitilmig serum-albumin, ramnozla
birlikte 1sititmig ~pseudoglobulin ve sakkarozla mwibimig ovalbumin ¢o-
zeltileri ile isitlimamiglan arasinda renk giddeti bakimindan bariz bir
fark olmadg: teshit edildi ve bulgular tartigilds.

SUMMARY

Different molar concentrations of ghicose, fructoge, galactose,
mannose, lactose, saccharose, xylose, rhamnose, fucose, mannitol, sor-
bitol and dulcitol were dissolved in bovine serum-albumin (BSA),
-pseudoglobulin and eggalbumin solutions. Then those mixtures were
heated at 80°, 85°, 90°C in boiling water bath for 20 minutes. BSA
with glucose, -pseudoglobulin with mannose and eggalbumin with
maltose were prevented from heat coagulation at 80°C. Mannitol-
BSA, rhamnose-pseudoglobulin and saccharose-eggalbumin mixtures
were heated at 80-100°C and those proteins didn’t coagulate with abo-
ve mentioned substances.

After heat treating, the mixtures were dialysed against distilled
water and the proteins coagulated.

The colour reactions given by heat treated B8A-glucose solution
with Folin’s Phenol reagent and diazobenzene sulphonate are more
intensive than those of unheated forms. There was no difference of
colour absorbtions between BSA heated with meannitol, -pseudoglo-
bulin with rhamnose and eggalbumin with sacchzrose and those of
unheated forms in above mentioned colour reactions. Then the re-
sults were discussed.
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