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Fraksiyonlarimin Jel Elektroforez (SDS-FAGE) ile Analizi(“)
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GIRIS

Soya fasiilyesi {(Glycine max. L.merrill),
son willarda diinya' niifusunun protein gereksi-
nimi karsilamakta kullamlan onemli bitkisel bir
iirindiir. Soya fasllyesi geleneksel Uzakdogu
gidalart (tofu, miso, soysos ve yuba) {retimin-
den baska gida katkisi olarak da tiiketilebilmek
tedir, Et, siit ve ekmede . kahilan soya amlan
gidalarin besleyici 6zelliklerini artirmaktadir.

Soya fasiilyesi proteini. 28, 78, 118 ve
158 globulin olmak lizere 4 ana fraksiyondan
olusmaktadir. Belirtilen bu rakamlar proteinin

sedimantasyon katsayisidir ve proteinler bu

katsayi ile anilmaktadirlar, Soya protein fraksi-
yonlarindan 7S ve 11S globulin ana fraksiyon
plmakta ve soya proteininin sirastyla % 25-35
we % 30-35 ini olusturmaktadiriar (WOLF ve
COWAN, 1975).

'Soya fasiilyesi protelninin vapisinin anla-
g1lmasi igin proteinin fizikokimyasal ve teksti
rel dzelliklerinin bilinmesi gerekmekiedir. Bu
arashrmada soya fasiilyesi proteini (globulin)
fraksiyonlarina -ayrimis ve jel elektroforez ile
molekiil agirliklart belirlenmistir.  Ulkemizdz
daha onece bu tiir bir ¢caligmaya rastlanamamig
tir.

LITERATOR OZETI

Baklagil proteinleri genellikle iki gruba ay
ntmakta, vicilin ve legiimin olarak anmilmakta
cdir, Soya proteini witrasantriflij analizleri so-
nucunda 28, 78, 118 ve 158 globulin  olmak
lizere 4 ana fraksiyona ayriimakiadir (NAIS.
MITH, 1955; WOLF ve BRIGGS, 1956). Anilan
fraksiyonlar jginde 7S ve 118 globulin soya pro-
teininin Snemli kismini olusturmaktadir.

Soya protein fraksiyonlarinin ayrilmasinda
birgok yontem kullaniimaktadir, Ancak son- yil-
larda . 8DGC (sucrose’ density gradient ceniri.
fugation) ve kolon ikromatogra*ﬁ yontemleri ter
cih ‘edilmektedir.

Sovya proteininin ana fraksiyonlarindan olan

78 globulin jel elektroforez (SDS - PAGE) ile a,-

o ve B olmak lizere 3 alt gruba (polipeptid)
aynlmigtir, Bu alt gruplarin molekil adirliklan
sirasiyla 83000, 76000 ve 53000 dir. 118 globu-

- lin ise IS, B, A4, AS, B3, BS ve AS olmak

iizere 7 ana polipeptidten olugmaktadsr, Bu po-
lipeptidlerin molekiil agirliklart sirastyla 62000.
53000, 42000, 37000, 30000, 21000 ve 10000 dir
(KOSHIYAMA 1972). 78 g¢lobulinin izoelektrik
noktas: 4.20, 115 globulinin ise 4.64 dir.

75 globulinin molekil agirligt 102000 ve
210000 olarsk bulunmustur [(THANH we SHk
BASAKI, 1978}, 115 globulinin molekil agirhdi
Ise 297000 - 320000 sinirlar arasinda dedismek

 tedir (KOSHIYAMA, 1972).

Tiirkiye'de yetistirilen soya varyetelerinden
5 tanesinin globulin fraksiyonlart ayrlmighr
(ARTIK, 1988), Bu arastirma sonuglarina gdre
analize alinan- soya varyetelerinde soya pro-

teininin % 17.98-28.53'0i 28, % 27.36-29.34'%
7S, % 36.41-51,78' 118 ve % 1.18-572'si

155 globulindir. Ayrica anilan fraksiyonla’i'dan
7Sve 118 glohulinin amino asit bilegimleri de
belirlenmigtir. Amino asitler iginde glutamik
asit ilk sirayr almakia onu aspartik asit, {6sin
ve arginin izlemektedir. Her iki globulin fraksi-
yonunda (7S ve 118) methionin diigitk diizey-

" de bulunmustur, Methionin diisikligi soya fa

silyesinde dnemli hir eksiklik olarak giziikmek-
tedir {ARTIK, 1988).

’ Protein fraksiyonlar-mm molekﬁl agirhiklar-
nin belirlenmesinde LAEMMLI, (1970} tarafin-

‘dan @nerilen yéntem son_'yll[arda cok kullanil- |

maktadir. SDS - PAGE olarak '-am[gn bu yiintem
soya proteinleri analizinde de yaygin olarak

kullanslmaktadir (MORI ve Ark.,, 1979).

MATERYAL

Bu aragtirmada Tiirkiye'de yetistirilen soya

fasiilyesi gesitlerinden bes tanesi materyal o-

larak kullamlmistir. Buniar ICR, CORSOY, CAL.

* Bu aragtirma Kyoto Univ, The Research Insti-
tute For Food Science Kyecio Uji 811 (Ja.pont-
ya) de yitriitlilmtigtiir, .
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Sekil 1: Yagsiz Soya Unu Uretimi {(NAKAMU-
RA ve Ark., 19886).

LAND, BEASON wve ALTONA'dir. Bu soya ga-

sitlerinin 1000 dane agerliklari sirasiyla 208,

152, 154, 198 ve 166 gramdir,

~ 1 g estepm, 0dsnact )

; tUzahashnldt )

pimi fgin +20°C de 1 saat siireyle magnetik
l
' { Uzaklashirid)

-soduk aseton eklendi. Posa kismi

_ —

‘METOD
YAGSIZ SOYA UNUNUN HAZIRLANMASI :

Soya fasiilyesi globulin {glisinin) fraksiyonlar:-
mn ayrilmasinda (28, 78, 118 ve 158) ilk age-
ma vyagsiz soya ununun (aceton powder) (re-
timidir (NAKAMURA wve Ark.;, 1986). Bu yon-
tem gekil 1 de sematize edilmistir,

Yafsiz soya unu eldesi icin soya fasiilyesi,
tizerindeki toz, kir ve benzerlerinin uzaklagtin!-
mas! amaciyla musluk suyu ile jyice yikand.
Yikama sonunda damitik su ile +20°C de 12 °
saat 1slatildi. Islatma suyu uzaklastirilan soya
fasilyelerinin kabuk ve embrio kisimlan uzak-
lagtirildi. Kabuk ve embrio kisimlar ayrifan so-

va fasiilyeleri homojenizasyon ¢dzeltisi i¢inde |

NISSIN ACE homogenizatdr aygitinda 4000 de-
virde 2 dakika homojenize edildi. Homojenizas-
yon ¢bzeltisi olarak 0.063 M Tris-HCL, 0.001 M

2 - Markaptoetanol ve % 2 NaNO; iceren ve pH
degeri 7.8 olan bir kangim kullanildi. Homoje-
nizasyondan sonra elde edilen ¢ozelti hacmi
750 ml ye eristirildi ve yetetli ekstraksiyon ya-

karnistinict ile karistirldi. Ekstraksiyon islemin-
den sonra 3 katl tiilbentten filtre edilerek kaha
posa parcaciklar ayrilde, Filtrat soya  siiti
(sup) ve posa kisminin ayrilmasi amacryla Hi-
TACH! marka sicaklik’ kontrollu santrifiij ayge
tinda 8000 devirde, +4°C de 30 dakika santri-
fiij edildi. Elde edilen soya siitit (sup? i¢indeki
yaglarin uzaklastirllmasr amactyla (—70°C) de
ayrrlarak
uzaklastintdi, Sojuk aseton ekleme islemi ku-
ru buz ile siirekli sodutulan etil alkol iginde
vapildi, Bunun amaci ‘sicakligin  yikselmesini
énlemek ve protein pargalanmasini engellemek:

- tir, Aseton ve soya sitd kangimi HITACHI mar- .

ka sofjutmali santrifiij aygitinda 8000 devirde
(—209C) de 15 dakika santrifij edildi. Sr1 ki-
sim uzaklastirildi ve ¢dzelti kismt yeniden so
guk aseton (—70°C) ile kangtinlarak aym ko-
sullarda santrifilj edildi. Ayrilan ¢ozelti 450 mil
soguk eter (—20°C) ile kanstinldi ve 8009
devirde —20°C de 15 dakika santrifij edildi.

Eter ile karistirma islemi de 2 defa tekrarlan-
- d1. Santrifi}j ile elde edilen soya unu filtre ka-

gidi Uzerine serildi we ara sira kanstirilip 2-3 -
saat laboratuvar kosullarinda kurutuldu. Daha
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sonra bir beherglasa alinan ya§siz soya unu

desikatérde 12 saat vakum altinda kurutuldu.”

Elde edilen yagsiz soya unu daha sonraki ana
lizler igin buzdolabinda +4°C de saklandi.

YAGSIZ SOYA UNUNDAN GLOBULIN
FRAKSIYONLARININ AYRILMASI : Yags:iz soya
unundan globulin fraksiyonlarmin ayrilmasi a-

maciyla 0.3 yagsiz soya unu (aceion powder)-

tartildi ve 5 ml 0.035 M KPP puffer iginde ¢b
zlindiriildii, Bu ¢bzelti; 0.5 M KPi puffer; 0.4
M NaCL, 0.001 M 2-merkapto-etanol ve % 2
NaNQ, igermekte olup pH s1 7.6 dir. Ekstraksi
yonun yeterli gekilde gergeklegsmesi igin +4°C
de 12 saat slireyle magnetik karistiricr ile ka-
rigtirildi, Bu sitre sonunda ekstrakt 9000 dewvir-
de, {4+4°C) de 20 dakika HITACHI marka so-
dutmal santrifiij aygitinda santriflij edildi. Ay
rilan gozelti uzaklastinldi, swi’ protem ¢ozel-
tisinin (sup) optik dansite (absorbans) deger.
leri 280 nm de SHIMADZU marka spektrofoto.
metrede saptandi. ‘Globulin fraksiyvoniarinin ay

rilmasinda 1SCO marka SDGC (sucrose density -

gradient centrifugation) aygitr kullamidi (NA*
KAMURA ve ark., 1984). Hazirlanan protein go.
zeltilerinin optik densite: dederleri 30'a ayar-
landr (100 ml drnek igin). Bu cézeltiden SDGC
icin 0.4 mi (150 mg protein) % 10 ve % 30
luk sakkaroz ¢dzeltileri kullanilarak hazirianan
ve ultrasantrifiij sonunda yogunluk esasina gé-
- re plastik SDGC tipl i¢inde dizilecek sakka
roz ¢dzeltisine kondu. Her protein ¢bzeltisi igin
3 parale! deney hazirlandi. Plastik tiipler HI-
TACHI marka ultrasantrifij aygitinda (20°C) de
36000 devir ve 50 mm Hg basing altinda 17.5
saat slireyle santrifilj edildi. Protein fraksiyon-
lan 0.4 mi [ik 35 fraksiyona ayrilds. Ayrilan
fraksiyonlarin O.D. (absorbans) degerleri 280
nm de saptand:, SDGC icin kullanilan '% 10 ve
% 30 luk sakkaroz gtzeltileri 0.5 M K-Pi puf
fer, % 2 NaNOQO, 0.4'M NaCL ve 0.001 M 2-Mer-

kaptoetanol igermektedir. 2-merkaptoetanol kul.

lantmdan hemen 8nce eklenmistir (THANH ve
SHIBASAKI, 1978}.

JEL ELEKTROFOREZ (SDS - PAGE)

~ Son willarda protein analizlerinde SDS-PA.
GE :ydntemi kullamimaktadir [-LALEMwM!LI,‘ 1970).
Bu yéntemde sodyum dodesil siilfat ve poliakri
lamit kullanilmaktadir. Polikrilamid jel, akrila-

midin polimerizasyonu ile elde edilir. Akrllami-
tin polimerizasyonunu amonyum persiifat veya
riboflavin saglamalktadir. Bunlardan bagka N, N,
N, N-tetrametilendiamin (TEMED) polimerizas-
yonu hzlandirir (HAMES ve RICKWOOD, 1981).
TEMED ve amonyum peisiilifat konsantrasyonu-
nun artmas) polimerizasyonu hizlandirmaktadir.
Polimerizasyon sirasinda ortamdaki oksijen u-
zaklagtirdmalidir. Aksi halde polimerizasyon
gergeklegsmez. ' ‘

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-poliak-
rilamit jel glekiroforez)

SDS-PAGE ybnteminde 9 ayr gdzelti sdz
konusudur, Tirkce kaynaklarda pek rastlanama-
yan bu ydntem agagida dzetlenmistir,

SDS - PAGE Cozeltileri

A Cozeltisi : 73 gram akrilamit ve 2 gram
BIS (N,N metilenbisakrilamit = CHyNO, =
154.17) damutik su ile goziindirilerek 250 mi
ye tamamlanir. : \

B Cozeltlsi : (1.5 M TrisHCL) 4543 gram
Tris ve 1 gram SDS (sodyum dodesil siilfat)
12N HOL ile 250 ml seyreltilir. Bu ¢ozeltinin
pH dederi 8.8 dir.

C Cozeltisi : (0.5 M Tris-HCL) 6.06 gram
Tris ve 0.4 gram SDS 6 N HCL ile 100 m! ye
erigtirilir, Bu ¢bzeltinin pH dederi 6.8 dir.

D Gozeltisi : 0.2 gram amonyum peroksidi
stitfat [ (NH.) S0, = 22417 ] damitik su ile
2-m! ye eristirilir ve ¢dziindiritlir.

E Gézeltisi : (Elektroforez gdzeltisl) (0.025
M Tris, 0.192 ‘M Glisin, % 0.1 SDS) 3.03 gram
Tris, 14.41 g glisin ve 1 gram SDS damitik su
ile 1 litreye erigtirilir, '

F Gozeltisi : (Ormedin iginde ¢bzlndiirdl-
digi rnek cozeltisi) (0.125 M Tris, % 20 gll-
serin ve % 4 SDS) 1.514 gram Tris ve 20 mL
gliserin karigtirthr, Gozelti pH degeri % 36 ik
HCL ile 6.8 ile ayarlamr. Daha sonra 4 gram
SDS eklenir ve ¢bzelti dammtik su ile 100 ml
ye seyreltilir.

G Cozeltisi : 1 gram «Coosmassie Brilliant
Blue 250, 500 ml metil alkel iginde ¢dziindiiris
liir ve 100 m! asetik asit eklenir ve litreye da-
mitik su ile tamamlanr.
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- H Gézeltisi : 100 ml metil-alkol_ ve 70 m!
asetik asit damstik su ile 1 litreye eristirilir,

. I Gozeltisi P 10 mg brom fenol mavisi, 2
ml gliserin ve 0.2 mi 0.5 M Tris-HCL {pH 6.8)
damitik su ile 10 ml ye tamamlantr.

Bu g¢dzeltilerden soya fasiilyesl protein
analizi fgin 1X120X160 mm boyutlarinda % 12.5
luk bir jel hazirlandi. Bu amagla dncelikle A, B
¢ozeltileri belirli oranda kanistinldi. Uzerins
damrtik su eklendi. A ve B gozeltileri iyice ka-
rgtirildiktan sonra D_gbzeltisi ve TEMED ek
lendi, Bu anda ofugan gaz vakum altinda uzak-
tagtirddi. ‘Daha sonra bu gdzelti. ATTO SJ 1060
SD marka elektroforez .aygitimin cam plakala-
arasina dokaldi.

Jelin {ist kisminin diiz halde jellesmesi i¢in
1 m! damitik su mikrosilindirle cdzeltinin Ust
kisrmuina verildi, 40 dekika jeliesme igin blklen-
di. Daha sonra konsantre iist jel hazirland1. Bu
iist jel igin A, C, D cézeltileri TEMED ve dams
tik su kullanildi, vakumda gazi uzaklagtiridi ve

tizerindeki damitik st uzaklastirtlan diiglik kon.

santredeki jel fizering dokiildl. Numune konul-

masi ‘amaciyla aralik olusmas: i¢in plastik (1
mm aralikli) aparat kondu ve 40 dakika heklen-
di.-Daha sonra 2S globulin fraksiyonu 15 mikro-
litre 7S globulin fraksivonu 5 mikrolitre ve 118
globulin fraksiyonu 10 mikrolitre olarak Jel-
hiicresine kondu, Tim fraksivonlar | ¢dzeltisi (i-
saretleyici} igermekte idi. Plakalar iginde bant
lar-9 cm yiiriiyene kadar 1 saat 50 V ve 4 saat
120 V akim uygulandi. Jel daha sonra cam. pla
kalar arasindan dikkatle G ¢dzeltisi igine kon.
du. Bdyleie bantlarin renklenmesi sagiandi. 20
dakika sonunda H gbzeltisi i¢iné konuldu ve
siirekli galkatandi. Jel beyaziasincaya kadar
cozelti de§i$ti:rmeye devam edildi - (4 defa).

" Daha sonra jel vakum altinda ve 40°C de ku-

rutuldu ve resimleri cekildi. Bantlarin ayrimi
igin —ME ve +ME uyguland. '

Protein . fraksiyonlarimin molekiil agirhkla-
rinin belirlenmesi amaciyla PHARMACIA fir,
masinin disiik molekiil afirlik tespitine yara-

" yan kalibrasyon kiti kullandi, Bu kit ile ilgili

bazi bilgiler tabio 1 de gbsterilmistir. Bu stan-
dart protein jelin iki kenarina kondu ve stan.

* dart protein bantlar1 ve Rf degerleri belirlendi

Tablo 1: Diisitk molekiil adirhk tespitine yarayan kalibrasyon kitinin bez1 6zellikleri

Protein Agirhd Dederi
‘ Molekiil Rf Kaynags
‘Fosforilaz b 94000 487 - Tavsan kasi
Albumin 4.83 Sidir serumu -
Ovalbumin : 43000 4.53 Yumuria aki
. Karbonik Anhidraz 30000 4.48 Sifir eritrosit
Tripsin Inhibitor 120100 4.30 Soya fasilyesi

7

o - Laktalbumin 14400°

416.  inek siitii

Merkaptoetano! pepfid baglarini pargala-
maya yarar. 1 mi protein fraksiyonuna 3 mikro.
litre 2 merkapto-etano! kartgtirldi.

ANALIZ SONUGLARI

Her soya fasiilyesine ait protein fraksiyon.
lerindan 4, fraksiyon 28, 12. fraksiyon 7S, 18
fraksivon 118 wve 25, fraksiyon 155 globulin o-
Jarak belirlendi. Bu fraksivonlar jel elektrofo
rez analizine ayn ayn —ME ve +ME kosul-

farinda alindi. Tiirkiye'de yetistirilen S'oya'svar
yetelerinin 28, 7S, ve 11S globulin raksiyoniari-
nin 8DS - PAGE ‘analiz sonuglan sekil 2,3 ve 4 -

‘de ayrnintth gosterilmistir, 28 globulinin SDS-
"PAGE analizi sonucunda BS ve A5 bantlan be-

lirtendi., AS banti +ME kosulunda daha ayrin-
tili sekilde gézlendi. Bu bantlarin motekil agir-
liklart swastyla 19000 ve 10000 dalton olarak
belirlendi. Bu tespit standart proteinin rf de-
gerine gbre kiyaslama jle yapilmigtir.
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STANDART
PROTEIN

Molekiil
Agirhig
(dalton)

94000

67000

L3000

30000

20100

15400

Sekil 2 : Tirkiye'de yetistivilen baz soya varyetelerinin 25 globulin fraksiyenlarmm SDS - PAGE
amakizi, 1 : ICR, 2: ALTONA, 3 : CORSOY, 4 :CALLAND ve 5 : BEASON. -

78 qglobulin fraksiyonunda o, o vef ol
mak {izere 3 bant gdzlendi, Bu bantlarin mole.
kil agirhklan sirasryla 83000, 76000 ve 53000
_dalton olarak belirlendi. Bu- sonuglar literatir
bilgileri ile uyumludur (KOSHIYAMA, 1972).

118 globulin fraksiyonunda —ME kosulun.-

da I, A4, A5 ve B3 bantlan; Lal

‘larm molekiil agirliklan sirasiyla 62000, 38000
vé 30000 dalton olarak belirlendi.” + ME kosu-
lunda ise A3, A4, Al-2 BS ve A5 bantlan be-
lirlendi, Bu bantlardan A3, A4 ve A1-2 nin mo-
lekiil afuliklar: 42000, 38000 ve 36000 olarak
saptandi, +ME kosulunda bantfarin iyi bir se-
kilde ayrildigi gozlendi. '
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STANDART
PROTEIN

Molekit
Adirtig
{dalton}

94000
67000

e

43000

1 - 30000

20100

14400

7S GLOBULIN

Sekil 3 : Tirkiye'de yetistirilen baz soya varyetelerinin 75 slobulin fraksiyonlm SDS - PAGE
analizj I:ICR, 2:ALTONA, 3:CORSOY, 4: CALLAND vg 5 : BEASON.

OZET

 SDSPAGE analizinde 28, 7S ve 11S glo-
bulin fraksiyonlar analize alindi. 28 globulinin
SDS-PAGE analizi ile BS ve A5 gibi iki bant
gozlendi. Bu jki bantin molekill agirlig sirasiy-
la 19000 - 10000 dalton ofarak gelirlendi 7S glo-
bulinin SDS-PAGE analizinde &, & ve [ olarak
ilizere 3 bant gozlendi. Bu bantlarin maleki!
agiltklar strasiyla 83000, 76000 ve 53000 dal-
ton olarak saptand:.

kogulunda,

118 globulinin 8DS-PAGE analizinde —ME
I, &4, ASB3 bantlar belirlendi
Bu bantlarin molekiil agirliklar sirasiyla 62000
38000, 30000 dalton olarak bulundu, + ME du
rumunda ise A3, A4, A1-2 BS ve A5 bantlan
teshis edildi, Bu bantlardan A3, A4 ve A 'nin
molekil adrrlikiar 42000 - 38000 ve 36000 olarak
saptand,
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STANDART
PROTEIN
Molekil —
AGirlig
{dalten)
94000

67000

43000

30000

20100

14400

"11S GLOBULIN

Sekil 4 : Tirkiye'de yetistirilen baz1 soya varyetelerinin 11S globulip fraksiyonlarmn SDS-PAGE
analizi, 1: ICR, 2 : ALTONA, 3: CORSOY, 4: CALLAND ve 5 : BEASON.

SUMMARY

GEL ELECTROPHORES (SDS-PAGE) ANAL-
¥SIS OF GLOBULIN FRACTIONS OF SOME
SOYBEAN VARIETIES GROWN N TURKEY

2S. 7S and 1tS globulin fraction, were
used for SDS-PAGE analysis. 2S globulin gave
two bands as BS and A5 in SDS-PAGE. Mole-
cular weight of these: bands were 18000 -
10000 dalton respectively. '

7S globulin showed 3 bands which named
a, o' and B, their molecular weights were 83000
76000 and 53000 dalton: respectively. ‘

118 globulin gave three bands under —ME
conditions which these are I, A4, ASB3 and
molecular weights 62000, 38000 and 30000
dalton respectively. Under + ME conditions
A3, A4, A1-2, BS and A5 band were observed.
Molecular weights of A3, A4 and A1-2 were
42000, 38000 and 36000 respectively.

v
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